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KISALTMALAR

ABD: Amerika Birlesik Devletleri

AFIS: Automated Fingerprint Identification System - Otomatik Parmak izi Belirleme

Sistemi

B¢: Baz Cifti

BSA: Bovine Serum Albumin — Standart Sigir Serum Albumini

Cm: Santimetre

CODIS: Combined DNA Index Systems — Birlesik DNA Indeks Sitemi

dH,O: Deiyonize su

DNA: Deoksiribo Niikleik Asit

dNTP: Deoksi Niikleotit Trifosfat

EDTA: Etilen Daimin Tetra Asetik Asit

FBI: Federal Bureau of Investigation — Fedaral Arastirma Biirosu

FSS: Forensic Science Service — Adli Bilimler Servisi

GC: Guanin- Sitozin

HumCD4: Human recognation/surface antigene gene (insan tanima- yiizey antijen geni)

HumFES/FPS: Human c-fes/fpsproto-oncogene (Insan c-fes/fpsproto — onkogeni)



HumTHO1: Human tyrosine hydroxylase gene (Insan Tirozin Hidroksilaz geni)
HumF13A01: Human coagulation factor XIII a subunit gene (Insan pithtilasma faktérii 13 a
geni)

HumF13B: Human coagulation factor XIII b subunit gene (Iinsan pihtilasma faktérii 13 b
geni)

Mb: Mega baz

MgCl,. Magnezyum Klortiir

mM: Mili molar

mL: Mili litre

pm: Mikro molar

NCO01: Non CODIS 01 - Codis Disinda D10S1248, D14S1434 ve D22S1045 yeni miniSTR
grubu

NCO02: Non CODIS 01 - Codis Disinda D1S1677, D2S441 ve D4S2364 yeni miniSTR grubu

NIST: National Institute of Standards and Technology — Uluslar aras1 Standartlar ve
Teknolojiler Enstitiisii

ng: Nanogram

PCR: Polymerase Chain Reaction — Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Pg: Piko gram

RFU: Radio Frequency Unit — Radyo Frekans Birimi

Rpm: Revolutions Per Minute — Dakikadaki Devir Sayisi



STR: Short Tandem Repeat- Kisa Ardisik Tekrar Dizileri

V: Volt

VNTR: Variable Number Of Tandem Repeats — Degisken Sayida Ardisik Tekrar Dizileri

U/pL: Mikrolitre basina diisen iinite-birim



1. GIRIS VE AMAC

Adli bilimlerde babalik - akrabalik iliskilerinin belirlenmesinde ve kriminal
arastirmalarda olay yerinden toplanan biyolojik orneklerin (kan, kan lekesi, semen,
semen lekesi, tiikiiriik, tiikiirtik lekesi kil, kemik v.s) kimliklendirilmesi DNA analizleri

ile yapilmaktadir (Chan L. 1992) ( Robertso J. ve ark. 1990).

DNA analizlerinin adli bilimlerde uygulanmaya baglandig1 ilk donemlerde kullanilan
lokuslarin ayrim giiciiniin az olmasi1 ya da ayrim giicii yiiksek olanlarin ise iyi kalitede
(parcalanmamis) ve fazla miktarda (300-500 ng) DNA’ya ihtiya¢ duymalar1 ve analiz
stirelerinin uzun olmasindan dolay1 yeni sistemlerin arastirilmasi sart olmustur. Bu

caligsmalar neticesinde de STR lokuslar1 gelistirilmistir.

STR lokuslarinin alel biiyiikliiklerinin 350 b¢’den (baz ¢iftinden) kiiciik olmasi, eski ve
iyi korunmamis biyolojik Orneklerde tipleme yapmaya imkan vermesi, ayrica
otomasyon ve ¢oklu analize imkan vermesi ayrica pahali donanim gerektirmemesi bu
lokuslarin adli bilimlerde ideal genetik isaretler olmalarin1 saglamistir (Weber J.L.,

May P.E. 1989) (Edwards A. ve ark. 1992) (Filoglu G. 1999).

FBI tarafindan kurulan ve DNA veri bankasi olan Combined DNA Index Systems
(CODIS) adli bilimlerde kullanilmak tizere 13 STR lokusu belirlemistir. Bu lokuslarin
multipleks PCR kitleri de ticari olarak iiretilmistir. Bu lokuslar halen kullanilmakla
birlikte, olay yerinden gelen asir1 derecede bozunmus biyolojik Orneklerde tipleme
sorunlar1 yaganabilmekte ve sonu¢ alinamamaktadir. Bunu ortadan kaldirmaya yonelik,
arastirmacilar DNA iizerinde daha az yer kaplayan ve bozunmus orneklerde dahi
tipleme imkan1 veren yeni STR lokuslarii bulmak ve optimize etmek i¢in bu konudaki

caligsmalarini siirdiirmektedirler (Coble M.D. ve ark. 2005).

Bu calismalar 1s181nda; CODIS igerisinde yer almayan, National Institute of Standards
and Technology (NIST) tarafindan 26 yeni mini STR lokusu gelistirilmistir. Secilen 26
bolge, 13 CODIS lokusu ile aynit kromozom iizerinde ise bu lokuslara en az ~50 Mb
uzaklikta ya da farkli kromozomlar iizerinde yerlesmis bolgelerdir. Bu lokuslarin PCR

tiriinleri 150 baz ¢iftinden kiiciiktiir. Ozellikle de D10S1248, D14S1434, D22S1045,



D4S2364, D2S441, D1S1677 lokuslarinin PCR {iriinleri 125 bg den kiigiliktiir. Olay
yerinde bulunan eski ve bozulmus biyolojik Orneklerin DNA tiplemesine imkén
verdiginden s6z konusu lokuslarin ¢esitli iilkelerde validasyonu ve optimizasyonu
yapilarak adli laboratuarlarin rutin kullanimina sunulmustur.  Bu lokuslardan
D10S1248, D2S441 ve D22S1045 Avrupa’da benimsenmis ve adli laboratuarlarda kisi
identifikasyonlar1 i¢in kullanilan STR lokuslarina eklenmistir (Coble M.D. ve ark.
2005) (Hill C.R. ve ark. 2006).

Bu tezin amaci; D10S1248, D14S1434, D22S1045, D4S2364, D2S441, D1S1677 yeni
mini STR lokuslarinin Tirkiye’deki adli laboratuarlarda olay yerinden gelen, eser
miktarda, iyi korunmamis ve uzun siire beklemis Orneklerde uygulanabilirligini
gostermektir. Bunun igin, Once taze kan Orneklerinde s6z konusu lokuslarin
optimizasyonunun yapilmasi; daha sonra gesitli yiizeyler {izerinde ve degisik siirelerde
bekletilmis kan lekelerinde bu lokuslarin tiplemedeki hassasiyetleri saptanarak rutin adli

laboratuarlarda ¢alisilmasi amaglanmustir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Adli Genetik Cahismalarimin Tarihi Gelisimi

Temel bilimler ve tibbi bilimlerde rutinde g¢esitli amaglarla kullanilan DNA analizleri,
adli bilimlerde mahkemelere objektif deliller sunabilmek amaciyla kullanilmaktadir.
DNA analizleri, adli bilimlerde babalik (paternite) tayini ve kriminal incelemelerde
uygulama alan1 bulmustur. Babalik arastirmalarinda, anne, siipheli baba ve c¢ocuktan
alman biyolojik Ornekler analiz edilerek bireyin ¢ocugun babasi olup olamayacagi
saptanmaktadir. Kriminal aragtirmalarda ise; olay yerinden toplanan biyolojik sivilar ve
dokular (kan, semen, tiikiirik, kil, kemik vs.) ile bunlara ait leke ve artiklar
kimliklendirilerek kime ait olabilecegi belirlenmektedir (Chan L. 1992) ( Robertson J.
ve ark. 1990).

Kimliklendirme ve babalik arastirmalarinda 1900’1 yillarin bagindan itibaren 6ncelikle
kan gruplar1 (eritrosit antijenleri) ardindan eritrosit enzimleri, serum proteinleri,
hemoglobin ve 10kosit antijenlerinin (Human Leuokocyte Antigens - HLA)
varyasyonlarindan yararlanilmistir. Bunlarin inceleme ydntemleri, proteinlerin
elektroforetik ayrimina ve antijenlerin immiinolojik reaksiyonlarina dayanmaktadir. Bu
polimorfik genetik isaretler, adli bilimcilere degerli kanitlar saglamalarina karsin bazi

dezavantajlar1 vardir:

e Bu isaretler diger biyolojik materyallerden ziyade taze kan orneklerinde ve kan
lekelerinde etkin olarak incelenebilmektedirler.

e Varyasyon diizeyleri dolayisiyla ayrim gii¢lerinin sinirli olmasi nedeniyle tek
baslarina kullanilamamaktadirlar. Bireyin baba olma olasiligini sdyleyebilmek i¢in
veya mahkemelere delil teskil eden biyolojik materyalin zanliya/magdura ait olup
olamayacagmi  sOyleyebilmek  i¢in  tim  antijenik  ve  polimorfik
proteinlerin/enzimlerin ¢alisilmasi gerekmektedir.

e Antijenik ve polimorfik proteinler/enzimler biyolojik sivilara ait lekelerde cevre

kosullarina bagli olarak kisa siirede yapisal degisiklige ugramaktadirlar.



e Bu genetik isaretlerin incelenmesinde kullanilan yontemlerde ise ¢ok kiigiik
miktardaki materyallerden sonu¢ almak imkansizdir (Gaensleen R.E. 1984) (Divall
G.B. 1982).

e Ayrica her biyolojik materyalle de ¢alismak miimkiin degildi ( Kil, kemik, dis...).

Molekiiler genetik alaninda 1980’li yillarda gerceklestirilen ilerlemeler ile, polimorfik
ozelliklerin direkt olarak DNA diizeyinde incelenmesine olanak tanimstir. Insan
genomunda bulunan yaklasik 3 milyar baz ¢ifti, her biri farkli lokuslarda yer alan
50,000-100,000 geni kodlamaktadir. Genlerin ¢ogu ayrica “alel” olarak adlandirilan
birka¢ farkli formda bulunabilmektedir. Bu sekilde polimorfizim gosteren bir gen i¢in
her birey, biri anneden digeri babadan aktarilan iki farkli alel tasiyabilirken, bir
popiilasyon ayni gen icin ¢ok sayida alele sahip olabilmektedir. Bu genetik
polimorfizim adli amacli DNA analizlerinin temelini olusturmustur (Robertson J. ve
ark. 1990). Adli bilimlerde, tek baz degisiklikleri ve farkli sayida art arda tekrar eden
diziler (variable number of tandem repeats VNTR’s) olmak iizere iki cesit DNA
polimorfizmi ¢alisilmistir (Robertson J. ve ark. 1990) (Bringmann B. 1992) (Jeffreys
A.J. ve ark. 1985).

Tek baz degisikligini iceren lokuslarda, gozlenen toplam alel sayisi az oldugundan
bireyleri birbirinden ayirt etme giicleri sinirlidir. Bu tip polimorfizim daha ¢ok kalitsal

hastaliklarin tanisinda 6nem tasimaktadir (Robertson J. ve ark. 1990).

VNTR lokuslarindaki polimorfizim, bireyler arasinda belli bir baz dizisinin art arda
tekrar eden varyasyonlarindan olugsmaktadir. Farkli VNTR lokuslarinda, tekrarlanan baz
dizisinin uzunlugu degismektedir. Tekrarlanan baz dizisi 2-30 ya da daha fazla sayida
olabilmektedir. Bu lokuslar, ¢cok sayida farkli uzunlukta allele sahip olduklarindan
bireyleri birbirinden ayirt etme giicleri yiiksektir. VNTR lokuslari ge¢miste adli
orneklerin analizinde yaygin olarak kullanilmistir (Robertson J. ve ark. 1990)

(Bringmann B. 1992) (Jeffreys A.J. ve ark. 1985).



Giliniimiize kadar adli amaclarla rutinde kullanilan DNA teknolojisinin gelisimini temel

olarak dort kisimda incelemek miimkiindiir (Lee H.C. ve ark. 1994):

Coklu-lokus (multi-locus) problarinin kullanildigi DNA parmak izi yontemi (DNA
fingerprinting),
Tek-lokus (single-locus) problarmmin  kullanildigt  DNA  profillemesi (DNA

profiling) ,

Cogaltilmis parca uzunluk polimorfizminin (Amplified fragment length

polymorphism - AMPFLP) analizi,

Kisa ardisik tekrar eden dizilerin (Short Tandem Repeats - STR) analizi.

Coklu-lokus igeren prob kullanilarak, genomdaki cesitli minisatellit lokuslarinin
(Jeffreys A.J. ve ark. 1985) aynm1 anda incelendigi DNA parmak izi yonteminin adli
bilimlerdeki ilk uygulamalar1 1986’da baslamistir (Gill P., Werrett D.J. 1987). Bu
yontem ile bireye 6zgii DNA profili elde edilmektedir. Popiilasyondan rast gele secilen
iki kisinin (tek yumurta ikizleri hari¢) ayn1t DNA profiline sahip olma olasiliginin teorik
olarak 1/30 milyar oldugu bildirilmistir (Lee H.C. ve ark. 1994). Ancak yodntemin
karmasik, wuzun zaman gerektirmesi ve 30’dan fazla DNA bandinin
degerlendirilmesindeki gli¢liikler nedeniyle ¢oklu-lokus igeren problar rutinde kisa bir
siire i¢in kullanilmis ve yerini tek-lokuslu problarin kullanildigi DNA profilleme
yontemine birakmistir. Bir tek minisatellit lokusunun incelendigi bu yontemde, sonucta
sadece iki DNA band1 olustugu i¢in degerlendirme ¢ok daha kolay yapilabilmektedir.
Calisilan lokus sayisi arttirilarak biyolojik 6rnegin kisiye ait olma olasiligi da
yukselmektedir. Yontemin dezavantaji ise, iyi kalitede (parcalanmamis) ve fazla
miktarda (300-500 ng) DNA’ya ihtiya¢ duymasidir. Ancak adli 6rnekler her zaman
analiz i¢in yeterli miktarda ve kalitede DNA icermeyebilirler (Robertson J. ve ark.

1990) (Lee H.C. ve ark. 1994) (Jeffreys A.J. ve ark. 1985).

Saiki ve ark. tarafindan 1985 yilinda niikleik asit dizilerini ¢ogaltabilen polimeraz zincir
reaksiyonunun (PCR) tanimlanmasiyla, ¢ok kiigiik miktarlardaki materyallerden DNA
analizi caligmalar1 miimkiin hale gelmistir. PCR’ye dayali yontemlerin (AMPFLP)
1990’larda kullanilmaya baslanmasiyla, DNA miktar1 daha 6nceki yontemlerde yeterli



olmayan tek bir kil, sperm ve epitel hiicresi iceren Ornekler analiz edilebilmistir

(Robertson J. ve ark. 1990) (Sensabaugh G.F. 1991).

Devam eden ¢alismalarla, 6zellikle kisa art arda tekrarlanan baz dizisi igeren STR
lokuslarinin PCR ile cogaltilarak incelenebileceginin gosterilmesi, adli amac¢li DNA
analizinde yeni bir donemin baslamasina neden olmustur. Genomda sayilarinin fazla
olusu, yiiksek oranda polimorfizim gdstermeleri ve inceleme kolayligi STR’lerin adli
bilimlerde ideal genetik isaretler olmasini saglamistir (Weber J.L., May P.E. 1989)
(Edwards A. ve ark. 1992).

2.2. STR Lokuslar1

STR lokuslari, 2-7 baz ¢ifti uzunlugunda belli bir baz dizisinin art arda tekrarlanmasiyla
olusmaktadir (Sekil 1). STR’lerin tekrarlanan tinitesindeki baz sayis1 minisatellitlerden
daha az oldugu icin bu lokuslara mikrosatellitler de denilmektedir. Bu bolgeler insan
genomunun her tarafina dagilmis olup, her 6-10 kb’de bir goriilmektedir (Weber J.L.,
May P.E. 1989) (Edwards A. ve ark. 1992). Bu lokuslarin tekrarlanan {inite sayisinin
bireyden bireye farkli olmasindan yararlanarak, adli amagh kimliklendirme ve babalik
belirlenmesinde kullanilmaktadir. STR lokuslarinda, tekrarlanan iinite sayisinin ve baz
ciftinin uzunlugundan kaynaklanan degisimlerin yani sira bazen ayni tekrar {initelerinde
nokta mutasyonlar1 veya insersiyon/delesyonlardan kaynaklanan baz dizisine ait
farkliliklar da goriilmektedir. Bu agidan STR’leri ii¢ grupta incelemek miimkiindiir

(Urquhart A. ve ark. 1994) (Moller A. ve ark. 1994) (Bar W. ve ark. 1994 ):

e Basit STR ler: Tekrar eden baz dizisinin sayis1 ve sirasi ayni olan STR lokuslaridir.
Or: HumCD4 (Human recognation/surface antigene gene), HumFES/FPS (Human
c-fes/fpsproto-oncogene), HumTHOI1 (Human tyrosine hydroxylase gene),
HumF13A01 (Human coagulation factor XIII a subunit gene), HumFI13B (Human
coagulation factor XIII b subunit gene) (Sekill).



e Bilesik STR’ler: iki ya da daha fazla sayida tekrar {initelerine sahip ve bu tekrar
eden baz dizisinin siras1 birbirinden farkli olan STR lokuslaridir. Or: HumvWFA31
(Human von Willebrand factor gene),

o Karmagsik STR’ler: Tekrar eden baz dizisi ve sayist farkli olan birkag tekrar
{initesine sahip lokuslardir. Or: D21S11.

I:l AAAT tetraniikleotid baz dizisi igeren bir tekrar finites

- Sabit biilge

Sekil 1. HumF13B STR lokusu

2.2.1. STR Lokusu Alellerinin Adlandirilmasi

Uluslararast Adli Hemogenetik Toplulugu DNA Komisyonunun 1992°de yayinladigi
kararlara gore; STR lokus alelleri, igerdikleri tekrar iinitesi sayisina gore
adlandirilmaktadir. Bir allel, art arda tekrarlanan 8 tane iinite igeriyorsa “8. alel” olarak
adlandirilir. Bir iinitedeki baz ¢ifti sayis1 standart tekrar {initesinden eksik olan alellerde
ise tam olarak tekrarlanan {initelerin sayis1 ve eksik baz igeren iinitedeki baz sayisi
yazilarak adlandirma yapilir. Bu iki deger birbirinden ondalik say1 ile ayrilir. Ornegin,
dort baz ciftlik tekrar {initeleri iceren THO1 lokusunun 9.3 aleli, 10. alel’den, yedinci
tekrar linitesinde adenin kaybindan dolay1 1 baz ¢ifti daha kisadir ve bu nedenle 9.3

olarak adlandirilmistir (Sekil 2) (Bar W. ve ark. 1994).
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AATG tetraniikleotid baz dizisi iceren bir tekrar iinitesi

B Sabit bolge

Sekil 2. THOI STR lokusu

2.2.2. Adli Amach DNA Analizlerinde Yaygin Olarak Kullanilan STR Lokuslari
Giinlimiizde STR Ilokuslari, klinik ve temel bilimlerde doku kiiltiiriinde, tiir
identifikasyonunda, kemik iligi transplantasyonuna yonelik analizlerde, kromozom
haritalamasinda, g¢esitli hastaliklardan sorumlu genlerin incelenmesinde ve popiilasyon
genetigi c¢alismalarinda kullanilmaktadir. Adli arastirmalarda ise babalik tayini ve
biyolojik materyallerin kimliklendirilmesinde kullanilmaktadir (Brinkmann B. 1992)
(Caskey C.T. ve ark. 1992) (Shriver M.D. ve ark. 1997).

Insan genomunda heterozigotluklar1 % 70’in iizerinde olan 1300°den fazla STR lokusu
tanimlanmistir. Adli arastirmalarda, DNA’nin intron bolgelerinde yer alan STR
lokuslar1 tercih edilmektedir. Adli amaglarla rutinde kullanilacak STR lokuslarinin
seciminde; lokusun bireyleri ayrim giicii, kromozomal lokalizasyonu, yapisi, diger STR
lokuslart ile tek bir PCR’de ¢ogaltilabilmesi, giivenilir ve tekrarlanabilir sonuglarin elde
edilebilmesi gibi kriterler g6z oniine alinmaktadir (Brinkmann B. 1992) (Sprecher C.J.
ve ark. 1996) (Gill P. ve ark. 1996).

STR lokuslarinin kesfini takiben bazi lokuslarin adli amach kullanilabilirlikleri ve
cesitli populasyonlardaki gen frekanslar1 arastirilmistir (Urquhart A. ve ark. 1994)
(Weber J.L., May, P.E. 1989) (Hammond H.A. ve ark. 1994) (Ewett L W. ve ark. 1996).
Yapilan ¢aligmalarla 50-100 pg DNA 6rnegi ile STR analizi yapilabilecegi saptanmustir.
Adli caligmalarda genellikle ileri diizeyde par¢alanmis ve DNA igerigi 100 ng’dan az
olan biyolojik materyallerin kimliklendirilmesi gerekebilir. Diger tiim ydntemlerle

sonu¢ alimamayan materyaller, STR lokuslar1 kullanilarak giivenilir sonuglar



alinabilmektedir (Bringmann B. 1992) (Schmitt C. ve ark., 1994) (Alford R.L. ve ark.
1994).

Adli bilimlerde rutin uygulamalarda tetrantikleotid (dort niikleotidlik) ve pentaniikleotid
(bes niikleotitlik) tekrar tinitesi iceren STR’ler tercih edilmektedir. Bu lokuslarla
calisildiginda artefakt (istenmeyen-hatali) bantlarin olusmadigi saptanmistir (Weber
J.L., May, P.E. 1989) (Edwards A. ve ark. 1992) (Sprecher C.J. ve ark. 1996).

Babalik arastirmalarinda ve kriminal incelemelerde, 5-9 STR lokusu bir arada
calisildiginda bireyleri ayrit etme giicii artmaktadir. ilerleyen ¢alismalarda olusturulan
coklu (multipleks) STR sistemleri ile ¢ok az DNA 6rneginden ayn1 anda birkag STR
lokusunun ¢ogaltilmasi yapilabilir ve elektroforezde tek ylikleme ile bir¢ok lokus ayni

anda incelenebilmektedir.

2.2.3. CODIS (Birlesik DNA Indeks Sistemi - Combined DNA Index System)
Degisik laboratuarlarda ayni sayida ve aymi gen bolgelerinin (lokus) calisilmasinin
pratik uygulamalardaki hedefi DNA veri bankalar1 olmustur. Bu standardin
saglanabilmesi icin ABD’de 1997 yilinda CODIS (Combined DNA Index System)
adiyla bir DNA veri bankasi olusturulmustur. CODIS sistemi i¢inde FBI tarafindan
belirlenen 13 STR lokusu yer almaktadir (Sekil 3) (Tablo 1). Bu lokuslari igeren gesitli
multipleks STR kitleri ticari olarak iiretilmistir (Sekil 4, Sekil 5 ve Sekil 6).

Bu STR lokuslarmin alel biiyiikliiklerinin 350 bg’den kiigiik olmasi, eski ve iyi
korunmamis biyolojik 6rneklerde tipleme yapmaya imkan vermesi, otomasyon ve ¢oklu
analize imkan vermesi ve pahali donanim gerektirmemesinden dolay1 adli bilimler i¢in
ideal genetik isaretler haline gelmistir. Bu lokuslar; D3S1358, VWA, FGA, D8S11179,
D21S11, D18S51, D5S818, D13S317, D7S820, D16S539, THO1 ve CSF1PO’dur.
ABD’de 50 eyaletten elde edilen DNA profilleri ulusal veri bankasinda toplanir. CODIS
sisteminde barkodlanmis orneklerin DNA profilleri bilgisayar ortaminda karsilastirilir
ve degerlendirilir. CODIS sistemi DNA profillerini kullanarak stiphelileri ayirt etmeye

yarayan elektronik veri taban1 olup, otomatik parmak izi belirleme sistemi olan AFIS’in



bir benzeridir. Bu veri tabani tecaviiz, cinayet veya c¢ocuk istismari gibi suglardan

hiikiim giymis suglularin verilerinden olusmus olup olay yerinde bulunan 6rneklerin

DNA profilleri de CODIS’e dahil edilmektedir (Budowle B., Moretti T.R. 1999).

Bu lokuslar halen kullanilmakla birlikte, olay yerinden gelen iyi korunmamis- bozulmus

biyolojik Orneklerde tipleme sorunlari yasanabilmektedir. Bu sorunlari

kaldirmaya ydnelik yeni miniSTR lokuslar1 arastirilmistir.
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Sekil 3. 13 temel CODIS STR lokuslarinin kromozomal pozisyonlar1

(Sekil http://www.cstl.nist.gov/strbase/fbicore.htm’den alinmistir)

ortadan
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Tablo 1. Adli bilimlerde kullanilan STR CODIS lokuslar1

Lokus Ad1 Kromozom Alelik Ladder Primer
Pozisyonu Isaretlemede
kullanmilan
foleresan boya

D8S1179 8q24.3 8 19
D21S11 21ql1.2-q21 24,24.2,25-28, 28.2,

29,29.2, 30, 30.2, 31,

31.2,32,32.2,33,
33.2, 34,34.2, 35,
35.2, 36-38 6 - FAM
D7S820 7ql11.21-22 6 15
CSF1P0 5q33.3-34 6 15
D3S1358 3p 12 19
THO1 11pl5.5 4-9,9.3,10, 11, 13.3 VIC
D13S317 13g22-31 8 15
D16S539 16q24-qter 5,8 15
vWA 12q 12-pter 11 24
TPOX 2q23-2per 6 13 NED
D18S51 18q21.3 7,9,10,10.2, 11-13,
13.2, 14, 14.2, 15-27
Amelogenin X:p22.1-22.3Y: X-Y
pll.2

D5S818 5921-31 7 16
FGA 4q28 17-26, 26.2, 27-30,

30.2,31.2,32.2,33.2, PET

42.2,43.2,44.2,45.2,
46.2,47.2,48.2,50.2,
51.2

Tablo AmpFISTR® Identifiler® PCR Amplification Kit User’s Manuel 2011 (Applied
Biosystems)’den alinmstir.
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2.2.3.1. Adli Bilimlerde Kullanilan CODIS STR Lokuslari iceren Multipleks
PCR Ticari Kitleri

AmpF# STR® Identifilers PCR Amplification Kit
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Sekil 6. Investigater IDplex Kit(Qiagen)



2.2.4. Klasik STR Lokuslarindan MiniSTR Lokuslarinin Olusturulmasi

Toplu felaketlerde kisilerin kimliklendirilmesinde ve kriminal olaylarda olay yerinde
bulunan biyolojik orneklerin kimliklendirilmesinde kullanilan DNA, genellikle eser
miktarda ve degrade durumdadir. Rutinde kullanilan klasik 13 STR lokusu ile
kimliklendirilme yapmak her zaman miimkiin olmamaktadir. Ciinkii DNA’nin ¢esitli
etkenlere maruz kalmast sonucunda bakteriyal, biyokimyasal veya oksidatif
reaksiyonlar sonucunda DNA parcalanir. S6z konusu lokuslarin DNA {izerinde

kapladiklar1 alan biiyiik (size) oldugundan degredasyondan ¢abuk etkilenmektedirler.

Ayrica bu biiylik boyuttaki lokuslarin i¢inde insersiyon/ delesyon gibi mutasyonlar
meydana gelebilir. Bu durumda; PCR’da primerler yanlis eslesir ve sonucta alel
diismesi (allelik droup out) ya da yanlis heterozigotluk gozlenebilir (Butler J. M. ve
ark. 2003) (Butler J. M. 2007).

Yine kitlesel oOliimlerde ve cesitli afetlerde akrabalik (nesep) yoluyla kimligi
belirlenemeyen kisilerin tayininde ve babalik-annelik tayini yapilirken ebeveynlerden
(anne-baba) birinin olmadigi durumlarda kullanilan klasik STR lokuslar1 yetersiz
kalmaktadir. Dolayisiyla bu STR lokuslarina ek olarak lokuslarin arastirilmasi sart

olmustur (Coble M. D. ve ark. 2005).

Yukarida anlatilan nedenlerden dolayi, yeni STR lokuslar1 olusturmak ve mevcut
lokuslarin PCR iirlin boylarin1 (amplikon uzunluklarini) kiigiiltmek i¢in calismalar
baglatilmistir. Yeni lokuslar olusturulurken, eser miktarda orneklerde kullanilmasi
amactyla PCR f{iriinlerinin daha kiiciik olmasina 6nem verilmistir. Yeni mini STR
lokuslar1 olusturulurken: Genomdaki konumu, polimorfik giicii ve alel uzunlugu temel

aliarak primer dizayni yapilmistir (Butler J. M. 2007).

Klasik STR lokuslarin1 (13 CODIS + Penta D, Penta E ve D2S1338) kiigiiltmek igin
primer dizaynlar1 olusturulurken Primer3 adi verilen bilgisayar programi kullanilmistir.
Bu program; minimum - maksimum primer uzunlugu, Tm sicakligi ve PCR iiriin

boyutu gibi parametreleri kolaylikla olusturmaktadir. Programa miimkiin oldugunca yan
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diziler temizlenerek, sadece tekrar bolgelerini iceren diziler girilmistir. Ancak bazi
lokuslar; tek niikleotitlik tekrar dizilerinin, polimorfik niikleotitlerin ve
insersiyon/delesyona ugramis bolgelerin yer aldigi yan diziler icermektedir. Ornegin
FGA lokusu ana tekrar dizisinden sonra ¢ok sayida ‘T’ tekrar1 igermektedir. Bu nedenle
lokusun primer dizayni, ana tekrar bolgesinden 23 niikleotit sonra ‘T’ tekrarmi da
icerecek sekilde bitirilmistir. D7S820 lokusunda ise ayni sekilde yer alan bu ‘T’
tekrarinin varyasyon gosterdigi ve 8, 9 ya da 10 tekrar icerdigi, bu nedenle de bazi
orneklerde alel diismesi yasandigi bilinmektedir. Bunu onlemek i¢in, bu lokusun
miniSTR primeri olusturulurken ana tekrar bolgesinden sonra yer alan ‘T’ tekrari
primere dahil edilmemistir. D8S1179 lokusunda ise ana tekrarin 55 baz gerisinde
polimorfik niikleotit yer almaktadir ve baz1 Asya Popiilasyonu’na ait 6rneklerde Profiler
Plus Kit (Promega) ile g¢alisirken alel diismesi yasandigi bildirilmistir. Yine vWA
lokusunun ana tekrarin 52 baz ilerisinde polimorfik niikletotit yer almakta ve alel
diismesi yasanmaktadir. Bu nedenle bu lokuslarin miniSTR primerlerine polimorfik
niikleotitler dahil edilmemistir. Bir baska durum ise bazi populasyonlarda, D13S317
lokusunda ana tekrarin 24 baz gerisinde, 4 bazlik delesyon olmasidir. Bu 4 bazlik
delesyondan dolay1 Amerikan Afrikali popiilasyona ait 6rneklerde klasik STR kitleri ile
calisirken primerlerin yanlis baglanmasi nedeniyle yanlis heterozigotluk goriilmektedir.
Aleller 10-12 olmasi gerekirken, 9-12 olarak goriilmektedir. Bu nedenle s6z konusu 4

bazlik delesyon bolgesi MiniSTR primerlerinin baglanma noktasi disinda birakilmustir.

Bu sekilde dizayn edilen miniSTR primerlerinin bazilarmin geri (reverse) primerinde
adenilasyon tam olarak saglanamamistir. Bu nedenle bu lokuslarin tekrar bolgelerinin
geri (reverse) primerleri 7 baz uzayacak sekilde 5 ucuna ‘GTTTCTT’ kuyrugu
eklenerek adenilasyonun ger¢eklesmesi saglanmistir (Sekil 7) (Tablo 2).

Sonug olarak adli laboratuarlarda rutinde kullanilan ve CODIS’de i¢ine yer alan 16 STR
(13 CODIS + Penta D, Penta E, D2S1338) lokusunun primerleri yeniden dizayn
edilerek amplikon uzunluklart kigiltilmistir. Bu sekilde klasik STR lokuslari,
miniSTR lokuslar1 haline getirilmistir (Butler J. M. ve ark. 2003) (Tablo 2).

14
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Sekil 7: D7S820 lokusu primerinin 5 ucuna GTTTCTT kuyrugu eklenmesiyle

olusturulan miniSTR’ye ait elektroforegram

MiniSTR haline gelen bu 16 STR lokusunun (13 CODIS + Penta D, Penta E, D2S1338)
PCR iiriin boyutlart 25 — 299 bg kii¢iilmiistiir (Tablo 2 ve Tablo3). Elde edilen piklerde
gozle goriiliir iyilesme meydana gelmistir (sekil 8). Daha 6nce PCR {iriin boyutu 100 —
450 bg olan klasik STR’ler ile degrade orneklerde kimliklendirme yapilamazken, PCR

tirtin boyutu 51 — 281 bg olan miniSTR’ler ile kimliklendirme miimkiin hale gelmistir.
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Tablo 2. 16 STR lokusunun kiigiiltiilmesiyle olusturulan miniSTR primer dizisi (Butler
J. M. ve ark. 2003)

.. . C .. i . & 5' Uca Fklenen Tekrar Bilgesine
Loknus mimiSTR Primer Dizisi { 53' - 3') Tm{ C) Kuyruk Uzaklik (bg)
(CSE1PO F VIC-ACAGTAACTGCCTTCATAGATAG 524 14
R GTGTCAGACCCTGTICTAAGTA 336 6
FGA F CFAM-AAATAAAATTAGGCATATTTACAAGC 559 3
R GUTGAGTGATTTGTCTGTAATTG 36.6 23
THO1 F EFAM-CCTGTTCCTCCCTTATTTCCC 610 4]
R GGGAACACAGACTCCATGGTG 62.8 GTTTCTT 1
TPOX F NED-CTTAGGGAACCCTCACTGAATG 60.0 —4
R GTCCTTGICAGCGTITATTTGC 610 GITICTT 5
VWA F GFAM-AATAATCAGTATGTGACTTGGATTGA 581 V]
R ATAGGATGGATGGATAGATGGA 573 0
351358 F NED-CAGAGCAAGACCCTGTCTCAT 395 -1
R TCAACAGAGGCTTGCATGTAT 584 -1
D55818 F HFAM-GGGTGATTTICCTCTTTGGT 580 4
R AACATTTGTATCTTTATCTGTATCCTTATTTAT 583 ]
D73820 F NED-GAACACTTGTCATAGTTTAGAACGAAC 389 4
R TCATTGACAGAATTGCACCA 586 GTTICTT 65
DES1179 F VIC-TITGTATTTCATGTGTACATICGTATC 585 —4
R ACCTATCCTGTAGATTATTTTCACTGTG 594 5
D135317 F NED-TCTGACCCATCTAACGCCTA 583 19
R CAGACAGAAAGATAGATAGATGATTGA 574 GTTICTT 2
D165539 F NED-ATACAGACAGACAGACAGGTG 525 4]
R GCATGTATCTATCATCCATCTCT 350 16
D18551 F VIC-TGAGTGACAAATTGAGACCTT 548 5
R GTCTTACAATAACAGTTGCTACTATT 527 33
D21511 F VIC-ATTCCCCAAGTGAATTGC 358 2
R GOTAGATAGACTGGATAGATAGACGA 56.5 1]
Penta D F CFAM GAGCAAGACACCATCTCAAGAA 595 11
R GAAATTTTACATTITATGTITATGATTCTCT 373 19
Penta E F VIC-GGCGACTGAGCAAGACTC 571 6
R GOTTATTAATTGAGAAAACTCCTTACA 576 4
D251338 F NED-TGGAAACAGAAATGGCTTIGG 610 3
R GATTGCAGGAGGGAAGGAAG 611 3

Tablo 3. 16 STR lokusunun miniSTR haline getirilmesiyle yeni primer ile olusan PCR

iriin boyutlar1 (Butler J. M. ve ark. 2003).

Gen Gen Alellerin . Olusturulan
STR Alel . STR Kitlerindeki Uriin miniSTR Cikartilan
Lokusu Bankasi Bankz,sn Arahg Dagulum Boyutu (size) Uriin Boyutu Size
Kodu Aleli (bg) (size)

CSF1PO X14720 12 6-16 40 bg 280-320 bg (Cofiler) 89-129 bg 191 bg
FGA M64982 21 12,2-51,2 156 bg 196-352 bg (ProPlus) 125-281 bg 71 bg
THO1 D00269 9 3-14 44 be 160-204 bg (Cofiler) 51-98 bg 105 bg
TPOX M68651 11 5-14 36 be 213-249 bg (Cofiler) 65-101 bg 148 bg
vWA M25858 18 10-25 60 bg 152-212 bg (ProPlus) 88-148 bg 64 be
D3S1358 NT 005997 18 8-20 48 bg 97-145 bg (ProPlus) 72-120 bg 25 bg
D5S818 AC008512 11 7-16 36 bg 134-170 bg (ProPlus) 81-117 bg 53 be
D7S820 AC004848 13 5-15 40 bg 253-293 bg (ProPlus) 136-176 bg 117 bg
D8S1179 | AF216671 13 7-19 48 bg 123-171 bg (ProPlus) 86-134 bg 37 be
D13S317 | AL353628 11 5-16 44 bg 193-237 bg (ProPlus) 88-132 b¢ 105 bg
D16S539 | AC024591 11 5-15 40 bg 233-273 bg (Cofiler) 81-121 bg 152 bg
D18S51 AP001534 18 7-27 80 be 264-344 bg (ProPlus) 113-193 bg 151 bg
D21S11 AP000433 29 24-38,2 58 be 186-244 bg (ProPlus) 153-211 bg 33bg
Penta D AP001752 13 2,2-17 73 bg 376-449 bg (PP16) 94-167 bg 282b¢
Penta E AC027004 5 5-24 95 b¢ 379-474 bg (PP16) 80-175 bg 299b¢
D2S1338 | AC010136 20 15-28 52 bg 288-340 b¢ (SGM Plus) 90-142 bg 198 bg
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Sekil 8. D16S539 lokusunun klasik STR kiti kullanarak ve miniSTR haline gelmesiyle
elde edilen elektroforegram karsilagtirmasi (Butler J. M. 2005).

2.2.4.1. Yeni miniSTR’lerin Olusturulma Basamaklari

Klasik STR lokuslarinin (CODIS) yetersiz kaldigi durumlarda (kitlesel 6liimler gibi) bu
lokuslara ek olacak yeni STR lokus arastirmalart da baslatilmistir. Bu lokuslar
belirlemek i¢in bir basamak zinciri kullanilmistir. Bunun ic¢in daha Onceden
gorilintiilenmis 900 STR lokusu i¢inden 107 tanesi secilmis. Bunlarin i¢inden yan
dizileri temizlenmis yani minilestirilmis 61 adet lokusun 47 tanesinin PCR {iriiniiniin
125 bg’den kiiciik oldugu tespit edilmis. Bu lokuslardan 18 tanesinin ilk testleri ve
denemeleri yapilmistir. Bunun iginden segilen en kii¢iik boyuttaki (size <125 bg) 6
tanesi, 2 adet 3’li multipleks (Minipleks 1: D10S1248, DI12S1434, D22S1045
Minipleks 2: D1S1677, D2S441, D4S2364) olusturacak sekilde tasarlanmistir (Sekil 9)
( Coble M.D. ve ark. 2005).
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Goriintiilenmis 900°den fazla STR lokusu

|

Secilen 107 lokus
61 adet tekrar bolgesin yan dizisi temizlenmis lokus

47 adet PCR firiinii <125 bg lokus

l

[lk testi yapilmus 18 lokus

l

2 adet 3’1t multipleks

v O\

Minipleks 1: Minipleks 2:
-D10S1248 -D1S1677
-D14S1434 -D2S441
-D22S51045 -D4S2364

Sekil 9. Yeni mini STR olusturma basamaklar1 (Coble M.D. ve ark. 2005)

2.2.5. CODIS Dis1 Yeni Mini STR Lokuslar:

Son donemde yapilan ¢aligmalarda CODIS igerisinde yer almayan, National Institute of
Standards and Technology (NIST) tarafindan 26 yeni miniSTR lokusu gelistirilmistir.
Secilen 26 bolge, 13 CODIS lokusu ile ayn1 kromozom {izerindeyse en az ~50 Mb
uzaklikta ya da farkli kromozomlar iizerinde bulunan boélgelerdir. Bu yeni 26 STR
lokusu “mini STR” olarak adlandirilmaktadir. Bu lokuslarin PCR fiiriinleri 150 b¢’den
kiiciiktiir. “Alelik ladder” lar1 (her bir STR lokusuna ait tiim alelleri igeren DNA- alel
cetveli) olusturulmustur (Hill C.R. ve ark. 2006). MiniSTR lokuslarinin CODIS
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lokuslarina gore daha kiigiik olmasi, dolayisiyla PCR {iriinlerinin de kiiciik olmas1 ve
olay yerinden gelmis, ileri derecede bozulmus biyolojik Orneklerin (100 pg DNA)
tiplendirilmesine imkan vermesinden dolay1 kriminal arastirmalarda alternatif lokuslar

olarak kullanilmaya baslanmistir.

26 yeni miniSTR, DIGATAI113E02, DI1S1627, DI1S1677, D2S441, D2S1776,
D3S3053, D3S4529, D4S2364, D4S2408, D5S2500, D6S474, D6S1017, D8S1115,
D9S1122, D9S2157, D10S1248, D10S1435, D11S4463, D12ATA63A05, D14S1434,
D17S974, D17S1301, D18S853, D20S482, D20S1082 ve D22S1045 lokuslarindan
olugmaktadir (Hill C.R. ve ark. 2006).
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Tablo 4. 26 yeni miniSTR lokusunun 6zellikleri

Gen Bankasi Kromozom Kromozom Alel Alel Tekrar

Lokus Ad1 Biiyiikliigii .

(tekrar#) Pozisyonu* Bolgesi Arah@ Unitesi
(b¢)

DIGATAL13 |Z97987 (11) Lkr. 7.377 Mb 1p36.23 81 105 713 GATA
D1S1627 AC093119( 13) | L.kr. 106.676 Mb 1p21.1 81_100 10_16 ATT
D1S1677 AL513307 (15) | L.kr. 160.747 Mb 1g23.3 81 117 9 18 TTCC

(NCO02)

D2S441 (NC02) | AC079112 (12) |2.kr. 68.214 Mb 2pl4 78 110 917 TCTA
D2S1776 ACO009475 (11) | 2.kr. 169.471 Mb 2q24.3 127 161 715 AGAT
D3S3053 AC069259 (9) 3.kr. 173.234 Mb 3q26.31 84 108 713 GATA
D3S4529 ACI117452 (13) |3.kr. 85.935 Mb 3pl2.1 11_139 13 20 GATA
D4S2364 AC022317 (9) 4.kr. 93.976 Mb 4q22.3 67 83 8 12 GAAT

(NCO02)
D4S2408 ACI110763 (9) 4.kr. 30.981 Mb 4pl5.1 85_109 713 ATCT
D5S2500 | AC008791 (17) |5.kr 58.735 Mb 5q11.2 85 126 14 24 GATT[GATA]
D6S474 AL357514 (17) |6.kr. 112.986 Mb 6921 107 136 10 17 [AGAT] GATA
D6S1017 | AL035588 (10) | 6.kr. 41.785 Mb 6p21.1 81 110 6 13 ATCC
D8S1115 | AC090739 (9) | 8.kr 42.656 Mb 8pl1.21 63 96 9 20 ATT
D9S1122 AL161789 (12) |9.kr. 76.918 Mb 9q21.2 93_125 9 17 TAGA
D9S2157 | AL162417 (10) |9.kr. 133.065Mb 9q34.2 71_107 719 ATA
D10S1248 AL391869 (13) | 10.kr. 130.567Mb 10926.3 79 123 8 19 GGAA
(NCO1)
D10S1435 AL 354747(11) |10.kr. 2.233 Mb 10p15.3 82 139 519 TATC
D11S4463 AP002806 (14) | 11.kr. 130.338Mb 11925 88 116 10_17 TATC
DI12ATA63 ACO009771 (13) | 12.kr. 106.825 Mb 12g23.3 76_106 919 ATA
D14S1434 AL121612 (13) | 14.kr. 93.298 Mb 14q32.13 70 98 1320 GATA[GACA]
(NCO1)
D178974 | AC034303 (10) |17kr. 10.459 Mb 17p13.1 95 124 512 CTAT
D17S1301 | AC016888 (12) |17.kr. 70.193 Mb 17q25.1 114 139 9 15 AGAT
D18S853 AP005130 (11) | 18.kr. 3.981 Mb 18p11.31 82 104 9 16 ATA
D20S482 AL121781 (14) |20.kr. 4.454 Mb 20p13 85_126 919 AGAT
D20S1082 [ AL158015 (14) |20.kr. 53.299 Mb 20q13.2 73_101 8 17 ATA
D22S1045 | AL022314 (17) |22.kr. 35.779 Mb 22q12.3 82 115 8 19 ATT
(NCO1)

Tablo (Hill C.R. ve ark. 2006-A’dan alinmistir)
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*Bu siitundaki bilgiler, lokuslarin kaginci kromozomda (6r: 1.kr.) ve bu kromozom

izerinde bulundugu Mb (mega baz) noktasini (6r: 7.377 Mb) gostermektedir.

1. KROMOZOM (249.3 Mhe)

D1GATA113
7.377 Mb

Sekil 10. Lokuslarin kromozom iizerindeki pozisyonlari

Ozellikle 6 lokusun gesitli popiilasyonlarda validasyonu ve optimizasyonu yapilmistir.
Bu 6 lokusun (D10S1248, D14S1434, D22S1045, D4S2364, D2S441, D1S1677) PCR
trtinleri 125 bg¢'den kiigiiktiir. Bu lokuslardan D10S1248, D2S441 ve D22S1045
Avrupa’daki adli laboratuarlarda kisi identifikasyonunda kullanilan STR 'lere
eklenmistir (Coble M.D. ve ark. 2005) (Hill C.R. ve ark. 2006).

2010 ve 2011 yillarinda bu lokuslardan D10S1248, D2S441 ve D22S1045 lokuslari
ticari multpleks kitlere (Investigator Human Identification PCR Kit grubunun birkag
cesidine (QIAGEN®), PowerPlex® 16 System Kit’e (Promega) ve AmpF{STR®
NGM™ PCR Amplification Kit'e (Applied Biosystems) eklenmistir.

2.2.6. Yeni Mini STR Lokuslarinin Primer Dizaynlar:

Coble M. D. ve ark. tarafindan 2005’te olusturulan primerlerin Tm degeri 57- 63 °C
olup optimum sicakliklart 60 °C’dir. Primerler en az 18 niikleotitlik bazlardan
olugmaktadir. GC oranlar1 % 20 — 80 arasindadir. PCR iiriinlerinin boyutu miimkiin olan
en kiiclik boyutta dizayn edilmistir. Primerler floresan boyalarla isaretlenmistir ( Coble
M.D. ve ark. 2005)

Tablo 5. Yeni miniSTR lokuslarinin primer ozellikleri (Coble M.D. 2005’ten

alimmugtir)
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Primerin
L Primer STR Pcr Uriinii
okusun
Ad Primer Dizini (5/ -3 ) Konsantras | Bolgesine | (Amplicon)
1
yonu (um) olan Boyutu
Uzaklig1

DIS1677 fleri [NED]-TTCTGTTGGTATAGAGCAGTGTTT 1.3 0 103

Geri *GTGACAGGAAGGACGGAATG 1.3 0
D2S441 fleri [VIC]-CTGTGGCTCATCTATGAAAACTT 0.7 0 92

Geri *GAAGTGGCTGTGGTGTTATGAT 0.7

D4S2364 ileri [FAM]-CTAGGAGATCATGTGGGTATGATT L1 2 78
Geri *GCAGTGAATAAATGAACGAATGGA 1.1 sk

D10S1248 ileri [FAM]-TTAATGAATTGAACAAATGAGTGAG 1.3 1 102
Geri *GCAACTCTGGTTGTATTGTCTTCAT 13 0
. _ kk

D14S1434 Ileri [VIC]-TGTAATAACTCTACGACTGTCTGTCTG 1.3 11 38
Geri *GAATAGGAGGTGGATGGATGG 1.3 0

D22S1045 fleri [NED]-ATTTTCCCCGATGATAGTAGTCT 0.8 3 105
Geri *GC GAATGTATGATTGGCAATATTTTT 0.8 6

*Koyu renkte yazilmig olan Guanin her geri primerin 5" ucuna eklenmistir.

** Negatif say1, primerin 3’ ucunun sonundaki tekrar bdlgesini ifade eder.

2.3. Biyolojik Deliller ve DNA Kaynaklan

Son 20 yilda ceza sorusturmalarinda fiziksel delillerin 6nemi giderek artmustir.
Mahkemelerdeki gorgli taniklarinin ifadeleri giivenilmez ve Onyargili bulunurken
fiziksel deliller daha somut nitelikler olarak karsimiza c¢ikmaktadir. Fiziksel delillerin
bir alt grubu olan biyolojik deliller, DNA’nin kesfedilmesiyle en énemli delil haline
gelmistir. Ciinkii DNA ile bu biyolojik kalintinin kimliklendirilmesi miimkiindiir. Bu
sebeple biyolojik deliller; sug, su¢lu ve magdur arasinda bag kuran en O6nemli delil

haline gelmistir. DNA'nin hiicre ¢ekirdeginde yer almasindan dolay1 onceleri sadece
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cekirdekli hiicrelerden DNA elde edilebilirken, mitokondrial DNA’nin kullanilmasiyla

birlikte her tiirlii biyolojik 6rnekten kimliklendirme yapmak miimkiin hale gelmistir.

Olay yerinde en sik rastlanan delillerin basinda kan ve kan lekeleri gelmekle beraber
olay yerinin tiirline gore; kemik, semen, seminal sivi, doku, organ, dis, kil, tirnak,
tilkiiriik, idrar, gaita, epitel hiicre ve diger biyolojik sivilara da rastlanabilir. Cevresel
kosullara bagli olarak biyolojik delillerin igerdigi DNA miktar1 degisiklik
gostermektedir (Tablo 5) (Lee H.C. ve Ladd C. 2001) ( Saferstain R. 2001 - A) (Weedn
V. W. ve ark. 1998).

Tablo 6. Cesitli biyolojik delillerin igerdigi DNA miktar1 (Lee H.C. ve Ladd C.
2001°den alinmustir)

Biyolojik Delil Icerdigi DNA Miktar
Sivi kan 20.000 — 40.000 ng/mL
Kurumus kan 250-500 ng/cm2

S1ivi semen 150.000— 300.000 ng/mL
Cinsel iligki sonrasi alinmig vajinal svab 10 — 3.000 ng/svab
Koparilmis koklii kil 1 — 750 ng/kdk
Dokiilmiis kokli kil 1 — 10 ng/kok

Sivr tiiktiriik 1.000 — 10.000 ng/mL
Ag1z igi svab 100 — 1500 ng/svab
Idrar 1 —20 ng/mL

Kemik 3 - 10 ng/mg

Doku 50 — 500 ng/mg

2.3.1. Olay Yerindeki Biyolojik Delillerinin Toplanmasi ve Saklanmasi

Kriminal aragtirmalarin basarilt bir sekilde sonuglanmasi igin fiziksel delillerin
toplanmas1 ve saklanmasi ilk ve en 6nemli adimdir. O. J. Simpson gibi birgok iinlii
davada goriildiigii gibi; delil toplama kriterlerine uyulmadigi i¢in, delil ya 'hukuka
aykir1 delil' kapsamina girmis ya da toplanma sirasindaki aksilikler nedeniyle delil olma
niteligini kaybetmistir. Avrupa'da mahkemelerde DNA analizlerine yapilan itirazlarin
cogu, biyolojik materyalin toplanmasi ve saklanmasi sirasinda yapilan hatalar ile

ilgilidir. Biyolojik delilin toplanmasi ve saklanmasi siireci (delil toplama zinciri), hem
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bilimsel hem de yasal agidan davanin degerlendirilmesinde ¢ok onemlidir. Bu siireg:

Delilin belgelenmesi, toplanmasi ve saklanmasi, laboratuara iletilmesi ve analizi

basamaklarindan olusur (Lee H.C. ve Ladd C. 2001).

Delilin Belgelenmesi:

Delile dokunmadan ve toplamadan, delilin farkli acgilardan fotografi
¢ekilmelidir.

Delilin olay yerindeki diger delillerle olan iliskisi, pozisyonu ve konumu kayit
altina alinmalidir.

Her delile delil numarasi verilmelidir.

Delil paketi etiketlenmeli, etikete delil ad1 toplandig: yer, tarih, saat ve toplayan

kisinin ad1 yazilarak imzalanmali ve miihiirlenmelidir.

Delilin Toplanmasi ve Saklanmasi:

Kanla taginan patojenler olabileceginden, hem ¢apraz kontaminasyonu onlemek
hem de delil toplayan kisinin kendisini olas1 enfeksiyona karsi korumasi igin;
eldiven, maske, bone ve tek kullanimlik 6nliik kullanmalidir.

Delilin 6zelligine gore tek kullanimlik steril aletler ile delil toplanmalidir.

Islak olan biyolojik delil kurutulduktan sonra kagit zarflarda muhafaza
edilmelidir.

Delil toplama esnasinda yemek ve igmekten sakinilmalidir.

Toplanan biyolojik deliller +4 °C'de muhafaza edilip en kisa siirede laboratuara

ulastirilmalidir.

Delilin Laboratuara Teslimi ve Laboratuar stireci:

Gelen delil kabul edilmeden Once paketin agik olup olmadigi, miihiir, etiket
bilgileri (tarih, toplayanin adi, 6rnek adi) kontrol edilmelidir.

Delilin tarifinin ve etiket bilgilerinin uygun olup olmadig1 kontrol edilmelidir.
Tiim delil verileri kabul edildiginde Delile ait laboratuar kodu verilmelidir ve

ilgili yere kayd1 yapilmalidir.
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e Deliller, kontaminasyonu 6nlemek i¢in temiz bir ortamda agilmalidir. Delili agan
kisilerin bone, maske, eldiven ve tek kullanimlik 6nliik giymesi ve sik sik
eldiven degistirmesi gerekir.

e Delille ilgili bir tutanak tutulmalidir. Bu tutanakta delilin ayrintili tanimi
(Boyutu, rengi, ¢esidi, miktar1 vb.) yapilmalidir.

e Delile uygun analiz metodlar se¢ilmelidir. Bu analiz kalite standartlarina uygun

yapilmalidir (Lee H.C. ve Ladd C. 2001).

2.3.2. Kan ve Kan Lekelerinin Toplanmasi Sirasinda Yapilmasi Gerekenler

Adli olaylarin aydinlatilmasinda lekelerin 6nemi biiyliktiir. Ciinkii olay yerinden
toplanan ve incelemeye gonderilen materyalin biiylik bir kismim1 kan lekeleri
olusturmaktadir. Bu lekelerin toplanmasi kurallara uygun bir sekilde yapilmalidir.

(Weedn V.W. ve ark. 1998).

Olay yerinden elde edilen siv1 kan steril bir enjektor ya da mikro pipet yardimu ile steril
bir tiipe alinmalidir. Eger bir kan pihtist varsa, steril bir spatiil ile tiipe aktarilabilir. Ya
da steril pamuklu kumasa veya filtre kagidina emdirilerek leke olusturulabilir. Ancak

emdirilen kan 6rnegi paketlenmeden 6nce kurutulmalidir.

Islak kan lekeli giysiler temiz bir ortamda direk giines gormeyecek sekilde bir odada
kurutulup paketlenmelidir. Islakken hava gegirmeyen, plastik bir malzeme i¢ine konursa

kan bozulur. Bu nedenle kuruyan giysiler kdgit malzeme kullanilarak paketlenmelidir.

Biiyiik ve tasinmaz objelerdeki kurumus kan lekeleri temiz bir kagit tizerine kazinabilir,
0zel yapiskan bir bant kullanilarak alinabilir, nemli steril beze ya da svaba emdirilebilir.
Diger bir alternatif yol, kan lekesine birka¢ damla su damlatilir ve pipet yardimiyla

temiz tiipe aktarilir.
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Ceset tlizerindeki kan lekeleri, cesedin deri hiicrelerini almamak i¢in nazik¢e alinmalidir.
Cesedin tirnak altindaki kan bir kiirdanla kazinmali, ayn1 zamanda steril bir tirnak

makastyla da tirnak kesilip uygun kaba alinmalidir (Saferstain R. 2001 - B).

2.3.3. Biyolojik Ornekten DNA Analizini Engelleyen Faktorler
Bir biyolojik materyalden DNA elde etmemizi engelleyen faktorler; materyalin miktari,

saflig1 ve bozunma derecesidir.

Olay yerinden elde edilen deliller, gerek bulunduklar1 kosullar gerekse tasinma
sirasindaki zorluklar nedeniyle korunmasi gii¢ 6rneklerdir. Biyolojik delillerin dogru bir
sekilde toplanmasi i¢in; miimkiinse yeterli miktarda ©rnek alinmalidir. Delil
olabildigince ortamdaki kir ve diger unsurlardan arinmis olarak toplanmalidir. Deliller
toplandiktan hemen sonra adli laboratuara soguk ve kuru ortamda muhafaza edilerek

gotiiriilmelidir (Lee H.C. ve Ladd C. 2001).

2.3.4. Olay Yerinden Gelen Biyolojik Orneklerin Bozulma Nedenleri

DNA igeren her tiirli fiziksel delil (kan, semen, deri hiicreleri, yuamusak doku, kemik,
dis, sag, tiikiiriik, mukus, tirnak, idrar, digki v.b) biyolojik delildir. Bir¢ok olay yerinde,
cok cesitli biyolojik delil bulmak miimkiindiir. Genel olarak; tecaviizlerde ve
cinayetlerin % 60’inda kan, soygunlarin % 10’unda ve hirsizliklariin % 6’sinda sag

bulunmaktadir.

Biyolojik deliller; olay yerinde dogrudan bulunabilecegi gibi, bagka nesneler {izerinde
de bulunabilir. Sakiz, sigara izmariti, zarf, pul ya da bardak iizerinde bulunabilen
tiikiiriik; tirnak i¢lerinde bulunabilen doku artiklari; giysiler tizerinde bulunabilen killar,
giysi, koltuk, hali vb. her tiirlii esyada bulunabilen kan ya da semen lekeleri buna 6rnek
olarak werilebilir Biyolojik delilleri bozan en Onemli etkenler kontaminasyon ve

degredasyondur (Weedn V.W. ve ark. 1998).
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2.34.1. Kontaminasyon (Bulagsma)

Delil disindaki herhangi bir maddenin delile karigmasi, kontaminasyon (bulasma) adini
alir. Bitki, hayvan, bakteri ve mantar gibi organizmalarin bulagsmis oldugu deliller DNA
analizini olumsuz yonde etkilemez. Ciinkii adli amagli kullanilan DNA lokuslar1 insana
Ozgiidiir. Ancak DNA’ya zarar veren enzimleri iireten mikroorganizmalar, insan
DNA’sinin degredasyonuna sebep olacagi icin, DNA analiz sonuglarini negatif yonde
etkiler. Ozellikle olay yerinden gelen biyolojik érneklerin hangi kosullara maruz kaldig
bilinmeyebilir. Olay yerine 6zgii olarak ¢ok cesitli durumlar s6z konusu olabilir. Bu
nedenle kontaminasyon ve degredasyon STR tiplemesinde rastlanan en biiylik
sorunlardan biridir (AmpFISTR Identiiler PCR Amplification Kit, User’s Manuel 2001)
(Rudin N. ve ark. 2002).

2.3.4.1.1. Kontaminasyonun Nedenleri
Delil niteligi tasiyan bir biyolojik materyal asagida anlatildig: sekilde kontamine olabilir
(Lygo J.E. ve ark. 1994).

e Olay yerinde bulunan ve genomik DNA iceren delillerin toplanmast sirasinda:
Farkli biyolojik materyallerin usuliine uygun toplanmamasi nedeni ile birbirine
bulagsmasi (capraz kontaminasyon). Olay yerinde bulunan kisilerin gerekli
Onlemleri almamasi veya 6zeni gOstermemesi nedeniyle kendi DNA’lar ile
delili kontamine etmeleri.

o Laboratuar ¢alismalart sirasinda olusabilecek kontaminasyonlar: Laboratuarda
biyolojik materyalin analize hazirlanmasi ve/veya analizi sirasinda 6rneklerin
birbirleriyle kontaminasyonu. Laboratuar personelinin kendi DNA’s1 ile
biyolojik mateyali kontamine etmesi. Bir dnceki PCR islemi sirasinda amplifiye

olan DNA’nin bir sonraki 6rnege bulagsmasi.

Kontaminasyonun ilk kaynagi genellikle olay yeridir. Olay yerinde meydana gelen
kontaminasyonun kontrolii ve engellenmesi zordur. Ancak, laboratuar kaynakl
kontaminasyon, uygun laboratuar prosediirleri ve kurallar1 uygulandig: takdirde kontrol

edilebilir. Bunun i¢in, DNA’nin izolasyonundan PCR islemine kadar olan tim
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asamalarda, kullanilan tiiplerin ve kimyasal malzemelerin test edilmesi amaci ile negatif
kontroller kullanilmahidir. Eger negatif kontrolde herhangi bir DNA profiline
rastlanirsa, kontaminasyonun kaynag: tespit edilip yok edilmelidir. Baz1 aragtirmacilar,
PCR iglemi sirasinda olusabilecek kontaminasyonun 4 genel nedenini incelemistir.
Bunlar; PCR hazirlanmasinda, PCR lriinleri, laboratuar havalandirmasi ve DNA’nin
saklanmast  sirasinda  olusabilecek  kontaminasyonlardir.  Arastirmalar, PCR
kontaminasyonlarinin, basit bir dikkatsizlik sonucu olmadigini, kontaminasyonu
engelleyen temel kural ve prosediirlerden genel bir sapma sonucunda meydana geldigini

gostermektedir (Scherczinger C.A. ve ark. 1999).

Laboratuar personelinden kaynaklanan kontaminasyonun yaninda, DNA analizi
sirasinda kullanilan malzemelerden (tiip, pipet uglart v.b) kaynaklanan kontaminasyon
(sporadik kontaminasyon) bir diger sorundur. Forensic Science Service (FSS)’in
yaptig1 bir arastirmada, amplifikasyonun gergeklestirildigi PCR tiiplerinin, DNA
kontaminasyonuna neden olabilecegini, PCR tiiplerine negatif kontrol ve kalite kontrol

testleri yaparak gostermislerdir.

Kontaminasyon tizerine yapilan aragtirmalar; personel kaynakli kontaminasyonun tespit
edilmesinde, laboratuar personeline ait DNA verilerinin olusturulmasinin etkili bir
yontem oldugunu gostermektedir. Olusturulan bu veriler, siklikla, PCR sonucu elde
edilen DNA profilinin delilden ya da laboratuar personelinden kaynaklandiginin
anlagilmasinda kullanilir (Howitt T. ve ark. 2003). Bunun disinda capraz
kontaminasyonun tespit edilmesi amaci ile bilgisayar programlar1 gelistirilmistir. Bu
programa, calisilan tim genotipler kaydedilerek karsilagtirma yapmak ve capraz
kontaminasyonu tespit etmek miimkiin olmaktadir (Butler J.M. 2005) (GeneMapper®
ID-X Software Version 1.0, Getting Started Guide, 2007).

Ayrica DNA analizinde otomatik robotlarin kullanilmaya bagslanmasi ile laboratuar
personelinin ornekler ile direkt temasinin azalmasindan dolayi, kontaminasyon riski bu

yonde azalmistir (Butler J.M. 2005).
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2.3.4.1.2. Kontaminasyonun DNA Sonuclarina Etkisi
Peter Gill ve ark. kontaminasyonun DNA sonuglarina etkilerini arastirmig ve buna gore:

e Kontaminasyon kaynaginin tespiti DNA analizinin her asamasinda mutlaka
negatif kontroliin kullanilmasi gerektigini,

e PCR da kullanilan tiiplerden de bulasma olabilecegini, bunun i¢in bir tiipte
kontaminasyon bulunmasi durumunda o seriye ait tliplerin kullanilmamasi
gerektigini,

e DNA izolasyonu, PCR oOncesi hazirlik ve PCR islemleri farkli alanlarda
yapilmasi gerektigi,

e Kanit DNA 06rneginin kontamine olmasi durumunda, karigim DNA profili elde
edildigi ve sonuglarin bu durum goz Oniine alinarak degerlendirilmesi gerektigi,

e Kontaminasyona neden olan DNA’nin, delilin DNA’sina gore ¢ok az oranda
amplifiye oldugu durumlarda, bunun goz ardi edilebilecegi, bu durumun tersine,
kontaminasyona sebep olan DNA, delilin DNA’sina gore daha fazla oranda
amplifiye olmussa, delilin DNA profilini maskeleyebilecegini,

e Laboratuvar personeline ait DNA profil verilerinin tespit edilerek olgu
profilleriyle karsilagtirilmas1 gerektigi ve

Kontaminasyon, alinan tim Onlemlere ragmen tamamen engellenebilecek bir sorun

olmadigini vurgulamiglardir (Gill P. ve ark. 2004).

Amerika Birlesik Devletlerinde, ‘sugsuzluk projesi’ adi altinda bir proje baslatilmis ve
hapiste bulunan insanlarin karistig1 suclara ait deliller tekrar incelenmistir. Adli DNA
calismalarinin ilk yillarinda kontaminasyonun 6nemi cok iyi bilinmiyordu ve delil
toplanmas1 sirasinda eldiven kullanilmamaktaydi. Bunun sonucunda ger¢ek suclunun
DNA profili, delili toplayan gorevlinin DNA profili tarafindan maskelenebilmekte,
yani, ger¢ek suclu yerine, delili toplayan kisinin DNA’s1 tespit edilmekteydi. Bu
durumda suglu belirlenmiyordu. Delilden DNA profili belirlenmedigi i¢in cezaevine
girmesi gereken bir kisi, yanlis olarak masum ilan edilmekteydi. Bu senaryo, DNA’nin,
aragtirmanin bir parcast oldugunu, masum ya da suglu ayriminda tek ve mutlak kanit

olmadiginin diisiiniilmesine yol agmis ve DNA’ya olan giiven sarsilmist1 (Butler J.M.
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2005). Giinlimiizde, adli laboratuarlarda kalite standartlarina uygun calisilmasiyla

kontaminasyon olasilig1 azalmistir.

2.3.4.2. Degredasyon (Bozunma)

DNA viicut disinda c¢esitli ¢evresel kosullara maruz kaldiginda, fizikokimyasal
ozellikleri degisebilir. Bu degisime sebep olan ¢evre sartlart; zaman, sicaklik, nem, 151k
ve ¢esitli kimyasallardir. Bu etkiler oksidatif veya hidrolitik DNA hasarina sebep olur.
Oksidatif reaksiyonlar, DNA {izerinde bir¢ok baz degisikligine sebep olur. Bu da
cogalma sirasinda primerlerin yanlis eslesmesine ve DNA ipliginin uzayamamasina
neden olur. Bunun sonucunda DNA c¢ogalamaz. Hidrolitik reaksiyonlar ise; DNA
tizerinde fosfodiester baglarinin kirilmasina ve DNA’nin parcalanmasina neden olur.
Ayrica B-N-glikozit baglarinin kirilmas1 ya da deaminasyon ile bazlarin yanlis
eslesmesine sebep olur. Her iki durumda da DNA bozunur (pargalanir). Bu bozunma,
belirli kosullara bagli olarak hafif ya da siddetli olabilir (Rudin N. ve ark. 2002)
(Capelli C. ve ark. 2003) (Bender K. ve ark. 2004) (Wurmb-Schwark N. ve ark. 2004).

Bozunma sonucunda kiigiik boyuttaki alel saglam kalirken, biiyiikk boyuttaki alelin
kaybina neden olur. Dolayisiyla heterozigot bir birey, homozigot olarak goriiliir. Adli
analizde kullanilan STR lokuslarmin hepsinde alel boyutlar1 birbirine ¢ok yakindir,
dolayisiyla bozunmadan dolay1 heterozigot alel ¢iftinden birinin kaybolmasi pek sik
rastlanir bir durum degildir. Alel kaybi, sadece DNA miktarinin az oldugu durumlarda
pik yiiksekliginin (RFU degerinin) analiz esiginin altinda ya da smirinda kaldigi
durumlarda meydana gelir (Rudin N. ve ark. 2002).
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. DNA Ornekleri

3.1.1. Taze Kan Ornekleri

Kan ornekleri, rizalar1 alinmis olan (Ek 1: Aydimnlatilmis Onam Formu) 30 saglikh
kisiden (Istanbul Universitesi Adli Tip Enstitiisii yiiksek lisans &grencileri) temin
edilmistir. Bu 30 kisinin, parmaklarindan alinan kan 6rnekleri filtre kdgidina emdirildi,
kodland1 ve kurutularak ayr1 ayr1 zarflarda saklandi. Bekletilmeden DNA izolasyonu

yapildi.

3.1.2 Cesitli Yiizeyler Uzerinde Bekletilmis Kan Lekelerinin Olusturulmasi

Rizas1 alinmis bir kisiden (Adli Tip Enstitiisii Yiiksek Lisans Ogrencisi) EDTA'l1 tiipe
kan alindi. Bu kan 6rneginden 200’er pl, olay yerinde bulunabilecek cesitli yiizeylere
(kot, penye, havlu, doseme, bigak kabzasi, laminant parke, kalebodur dolgusu-derz ve
kapt kilit demiri) damlatildi. Bu yiizeyler 1 hafta, 1 ay, 3 ay ve 6 ay laboratuar

ortaminda, oda 1sisinda, temiz ve agzi acik bir kutunun i¢inde bekletildi.

3.2. Kullanilan Kit ve Kimyasallar

izolasyonda Kullamilan Kitler:
e QIAamp® DNA Mini Kit (QIAGEN)
e QIAamp® DNA Micro Kit (QIAGEN)

DNA Miktar Ol¢iimiinde Kullanilan Kitler:
¢ Quant-iT™ dsDNA HS Assay Kit (Invitrogen™)

PCR’da Kullamlan Kimyasallar ve Kitler:

4. Floresan (6FAM, HEX ve TET) ile isaretli primerler (Alpha DNA)
5. TopTaq™ Master Mix Kit (QIAGEN)
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Elektroforezde Kullanilan Kimyasallar:

Hi-Di™ formamide (Applied Biosystems),

GeneScan™ - 350 TAMRA™ Size standard (Applied Biosystems)

Flourescent Amidite Matrix Standart Kit for 310 system - DS-34 Matrix
Standart (Applied Biosystems)

3.3. Kullanilan Cihazlar

Mikrosantrifiij - ALC Multispeed - PK121

Vorteks - Harmony Mixer Uzusio - VTX-3000L

Termomikser - Wealtec Corp.

Fluorometre cihazi - Qubit ® (Invitrogen™ )

Is1 dongii cihazi (PCR) - GeneAmp® 9700 (Applied Biosystems)
Genetik Analizator - ABI 310 (Applied Biosystems)

3.4. Metodun Uygulanmasi

Yukarida yazilmis olan cihazlar, kit ve kimyasallar kullanilarak uygulanan metot su

asamalardan olugsmaktadir:

34.1.

Kan ve kan lekelerinden DNA izolasyonu
Izolatlarin DNA miktar tayini

PCR asamasi

PCR firiinlerinin elektroforezi

Elektroforez sonras1 6 miniSTR lokusunun analizi ve tiplendirilmesi

Kan ve Kan Lekelerinden DNA izolasyonu

Kan ve kan lekelerinden DNA izolasyonu QIAamp® DNA Mini Kit - QIAGEN® ile,

bozunmus Orneklerin (kot, penye, havlu, doseme, bigak kabzasi, laminant parke,

kalebodur dolgusu-derz ve kapi kilit demiri) izolasyonu QIAamp® DNA Micro Kit -
QIAGEN® ile yapildi (QIAamp® DNA Mini Kit and QIAamp® and DNA Blood Mini
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Kit Handbook (2001) (QIAamp® DNA Micro Handbook (2010). izolasyon asamasi

asagida verildigi gibidir:

3.4.1.1. QIAamp® DNA Mini Kit ile Kurumus Kan Lekelerinden DNA izolasyonu

4.

A S I A

1.
12.

3.4.1.2.

Steril delgeg ile kurumus kan lekesinden (filtre kdgidi) 4 parca alarak 1,5ul’lik
mikrosantrifiij tiipiine konuldu. Uzerine 180ul ATL tamponundan eklendi.

10 dakika 85 °C’de inkiibe edildi.

20ul proteinaz K eklendi ve vortekslendi. 56°C’de 1 saat inkiibe edildi.

200ul AL tamponu eklendi ve vortekslendi. 70°C’de 10 dakika inkiibe edildi.
200ul % 96-100 saflikta etanol eklendi ve vortekslendi.

Elde edilen karisim QIAamp® mini spin kolona aktarildi. 8000 rpm’de 1dak.
santrifiij edildi. Toplama tiipii atild1, temiz toplama tiipii takildi.

. 500u1 AW1 tamponu eklendi. 8000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi. Toplama

tiipii atilip temiziyle degistirildi.

500ul AW2 tamponu eklendi. 14000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi.
QIAamp® mini spin kolon steril 1,5ul’lik mikrosantrifiij tiipiine yerlestirildi.
150ul AE tamponu eklendi. Oda 1sisinda 1-2 dakika inkiibe edilerek 8000
rpm’de 1 dakika santrifiij edildi.

QIAamp® DNA Micro Kit fle Cesitli Yiizeyler Uzerinde Bekletilmis Kan

Lekelerinden DNA izolasyonu

Ornegi
1.

2.

lizis etmek i¢in;

Kot, penye, havlu ve dosemedeki kan lekeleri: Lekeli materyalden 0,5 cm®lik

bir parga steril makas yardimiyla kesildi ve kii¢iik parcalara ayrildi. 2 ml’lik
ependorf tiipe aktarildi. Uzerine 180 pl ATL ve 20 pl Proteinaz K eklendi. 10
saniye vortekslendi.

Bicak kabzasi, laminant parke. kalebodur arasi dolgu (derz) ve kapt kilit

demirindeki kurumus kan lekeleri: Steril svablar steril suyla nemlendirilerek

kan lekeleri svablara emdirildi. Svablarin kani emen kismi kesilerek 2 ml’lik
ependorf tiipe aktarildi. Uzerine 400 ul ATL ve 20 pl Proteinaz K eklendi. 10

saniye vortekslendi.
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= Birinci adimda hazirlanan lizat 1 saat 56 °C’de 900 rpm hizda termomikserde
calkalanarak inkiibe edildi (Havludaki kan lekeleri 24 saat siire ile inkiibe
edildi).

= Kisa bir siire santrifiij edildi.

= Ependorf tiipteki; kot, penye, havlu ve doseme lekeleri tizerine 200 pl, kap1 kilit
demiri, bigak kabzasi, kalebodur arasi dolgu ve laminant parke lekelerine 400 pl
AL c¢ozeltisinden eklendi ve 10 saniye vortekslendi.

= 10 dakika 70 °C’de 900 rpm hizda ¢alkalanarak (termomikserde) inkiibe edildi

= 14000 rpm’de 1 dakika santrifiij yapildi.

= Bu asamadan sonra svaba emdirilmis olan kapi kilit demiri, bicak kabzasi,
kalebodur arasi dolgu ve laminant parke lekelerine 200 ul etanol (% 96-100)
eklendi 15 sn vortekslendi ve 14000 rpm'de 1 dakika santrifiij edildi.

®* Tim karisimlar QIAamp® MinElute Kolon’a aktarildi (altinda toplama tiipii
iceren). 8000 rpm’de 1 dak. santrifiij edildi ve toplama tiipli atilarak yenisiyle
degistirildi. Kolon tamamen bosalmamis ise yiiksek hizda kolon bosalana kadar
santrifiyj edildi.

»  Uzerine 500 ul AW1 eklendi ve 8000 rpm’de 1 dakika santrifiij yapildi. Alttaki
toplama tiipii atildi, kolon temiz tiipe takildi.

=  Uzerine 500 ul AW2 eklendi ve 8000 rpm’de 1 dakika santrifiij yapildi. Alttaki
toplama tiipii atild1, kolon temiz tiipe takildi.

= Tekrar 14000 rpm’de 3 dakika santrifiij yapildi.

= Kolon 1,5 ml’lik ependorfa yerlestirildi. 20-50 ul AE eklenip 1 dakika oda
sicakliginda inkiibe edildi. 14000 rpm’de 1 dakika santrifiij yapildu.

3.4.2. DNA Miktar Tayini

izole edilen o6rneklerin DNA miktar tayini Qubit® Fluorometer - Invitrogen™
cihazinda, Quant-iT™ dsDNA HS Assay Kit (Invitrogen™) kullanilarak yapildi (Qubit
ssDNA Assay Kit Quick Reference Card, 2010). islem basamaklar1 asagida verildigi
gibidir:
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34.2.1. The Quant-iT™ dsDNA HS Assay Kit ile DNA izolatlarimn
Konsantrasyonlarinin Belirlenmesi

1) Olgiilecek drnek sayisi ve cihazin kalibrasyonu icin gerekli 2 adet standart ile birlikte
toplam say1 belirlenerek, 0,5 ml’lik steril tiipler hazirlandu.

2) Miktar tayin kitinin igeriginde bulunan Quant-iT™ dsDNA HS reaktifi, 6l¢limii
yapilacak her ornek i¢in 200:1 oraninda Quant-iT™ working ¢ozeltisi ile seyreltildi.
Tiiplere bu ¢ozeltiden 200 pl’ lik karisimlar hazirlandi.

3) Hazirlanan karisimdan standartlarin dlgtilecegi tiiplere 190 pl, 6rneklerin dlciilecegi
tiiplere ise 199 ul konuldu.

4) Iki standarttan da 10 ul alinarak, 190 ul ‘lik karigim igeren tiiplere eklendi.

5) Incelenecek drneklere ait izolatlardan da 1 ul alinarak, 199 pl’lik karisim igeren
tiiplere eklendi.

6) Elde edilen karisimlar kisa siire vortekslenerek, 5 dakika oda 1sisinda bekletildi.

7) Oncelikli olarak standartlarin Qubit™ fluorometer cihazinda DNA konsantrasyonlari
belirlenerek aletin kalibrasyonu saglandi.

8) Kalibre edilen Qubit™ fluorometer cihazinda sirasiyla drnekler dlgiilerek miktarlar

not edildi.

3.4.3. PCR Asamasi
D10S1248, D14S1434, D22S1045, D45S2364, D2S441, D1S1677 miniSTR lokuslarinin
PCR’1 Coble M.D. ve ark.’nin 2005’te yayinladiklar1 ¢aligsma temel alinarak yapildi.

3.4.3.1. Primerlerin Sulandirilmasi
Firmadan liyofilize halde alinan PCR primerleri (Tablo 7), ultra saf su ile sulandirilarak
primer konsantrasyonlar1 100 uM olacak sekilde ana stoklar hazirlandi. Elde edilen stok

cozeltiler -20°C de muhafaza edildi.
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Tablo 7. PCR' da kullanilan floresan isaretli primer baz dizileri

Lokusun Adi Primer Dizini (5 - 3
D1S1677 fleri [TET]-TTCTGTTGGTATAGAGCAGTGTTT
Geri *GTGACAGGAAGGACGGAATG
D2S441 fleri [HEX]-CTGTGGCTCATCTATGAAAACTT
Geri *GAAGTGGCTGTGGTGTTATGAT
D4S2364 fleri [FAM]-CTAGGAGATCATGTGGGTATGATT
Geri *GCAGTGAATAAATGAACGAATGGA
D10S1248 fleri [FAM]-TTAATGAATTGAACAAATGAGTGAG
Geri *GCAACTCTGGTTGTATTGTCTTCAT
D14S1434 fleri [HEX]-TGTAATAACTCTACGACTGTCTGTCTG
Geri *GAATAGGAGGTGGATGGATGG
D22S1045 fleri [TET]-ATTTTCCCCGATGATAGTAGTCT
Geri *GC GAATGTATGATTGGCAATATTTTT

3.4.3.2. Primer Konsantrasyonlari

Calisilan 6 yeni miniSTR lokusunun primer konsantrasyonlarini ayarlamak igin,

genotipini bildigimiz pozitif kontrol DNA o&rnekleri (9947A - K562) kullanild1 (Hill

C.R. ve ark. 2006 - A). Hangi primer konsantrasyonunda en iyi pik boyutunu elde

edecegimizi belirlemek icin PCR denemeleri bu DNA'larla yapildi. Ilk olarak lokuslar
tek tek caligilarak konsantrasyonlar denendi. Daha sonra lokuslar multipleks calisilarak

cesitli konsantrasyon denemeleri yapildi. Sonugta en iyi pik elde ettigimiz primer

konsantrasyonlar1 Tablo 8’de belirtildigi gibidir.
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Tablo 8. NCO1 ve NCO02’nin primer konsantrasyonlari

Grup Lokusun adi Coble M.D. ve ark. | Bu Tez Calismasinda
'nin 6nerdigi primer | Kullanilan Primer
Konsantrasyonu Konsantrasyonu

D10S1248 1,3uM 1,6uM

NCo1 D14S1434 1,3uM 1,8uM
D22S1045 0,8uM 1,5uM
D181677 1,3uM 1,5 uM

NC02 D2S441 0,7uM 1,7 uM
D4S2364 1,1uM 1,3 uM

D10S1248, D14S1434, D22S1045, D4S2364, D2S441, D1S1677 miniSTR lokuslarinin
PCR’lar1 3’1 multipleks olusturarak ¢alisildi.

1. Multipleks: NCO01: (D10S1248, D14S1434, D22S1045),

2. Multipleks: NC02: (D4S2364, D2S441, D1S1677) (Coble M.D. ve ark. 2005).

3.4.3.3. Primer Karistiminin Hazirlanmasi

Konsantrasyonlar1 belirlenen miniSTR lokus primerleri kendi multipleks grubu i¢inde
esit hacimlerde karistirildi.

NCO01 Primer karisimi; Esit hacimde:

D10S1248(1,6uM), D14S1434(1,8uM) ve  D22S1045(1,5uM)  primerlerinin
karigtirtlmasiyla olusturuldu.

NCO02 Primer karisimi; Esit hacimde:

D4S2364(1,3uM), D2S441(1,7uM) ve D1S1677(1,5uM) primerlerinin karistirilmasiyla
olusturuldu.

PCR karisim1 her bir 6rnek i¢in toplam 25 pL olacak sekilde hazirlandi.
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TopTaq™ Master Mix Kit kullanilarak bir reaksiyon igin olusturulan PCR karigima:
e 12,5 uL TopTaq™ Master Mix Kit - QIAGEN®
e 5 uL Primer Mix ileri
e 5 uL Primer Mix geri

0,5 uL dH,O

2 uL (1 ng/ ul) DNA izolati

Toplam hacim = 25 uL

3.4.3.4. PCR Programi
PCR GeneAmp® 9700 (Applied Biosystems) 1s1 dongii cihazinda yapildi.

95 °C de 10 dakika

94 °C de 1 dakika
55 °C de 1 dakika 32 dongi
72 °C de 1 dakika

60 °C de 45 dakika
(Coble M.D. ve ark. 2005)

3.4.4. PCR Uriinlerinin ABI 310 Genetik Analizor Cihazinda Analizi

3.4.4.1. Ornek Hazirlanmasi

ABI 310’ da analiz edilecek her bir 6rnek i¢in agsagidaki gibi karisim hazirlandi:
4. 12,5 uL Hi-Di™ formamide (Applied Biosystems),
5. 0.5 uL GeneScan™ 350 TAMRA™ Size Standard (Applied Biosystems)
6. 1 pL PCR {iriini

Analiz icin hazirlanan karisim, 5 dakika 95 °C’de denatiire edildi, hemen ardindan 3

dakika buzda bekletildi.
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3.4.4.2. Orneklerin Elektroforezi

Yukarida hazirlanan PCR iirin karistmi ABI PRISM® 310 cihazina yerlestirildi.
Ornekler, 36 cm kapillerle, POP-4 polimeri kullanarak, enjeksiyon siiresi 5 saniye,
yiiriitme siiresi 24 dakika olacak sekilde 60°C’de ve 15000 V'de DS-34 Matrix standarti
ve GS POP-4 (1ml) - C Filtresi segilerek yiirtitiildi.

3.4.4.3. Orneklerin Analizi

Elektroforez sonrasinda elde edilen pikler GeneScan 3.7 programinda analiz edildi.
Orneklerin alel tiplerini belirlemek igin, NIST — National Institute of Standard and
Tecnology'de daha dnceden alel tipleri belirlenmis olan (Sekil 11) 9947A ve K562
pozitif kontrole ait DNA 6rnekleri kullanildi. Bu DNA’larin alel tipleri bilindiginden,

elde edilen piklerin degerlendirilmesi bu 6rneklere gore yapildi.

30 kisiye ait kan lekesi ve ¢esitli yiizeylerde bekletilmis kan lekelerinin analizinde; yine
NIST’te Hill C.R. ve ark. tarafindan yapilan ¢alismadaki (Hill C.R. ve ark. 2006-A); 26
yeni miniSTR lokusunun her birine ait alel biiyiikliigiine denk gelen alel tiplerini iceren
tablo kullanilmistir. Orneklerin analizi bu tabloya (Tablo 9) gére belirlenmistir. Ayni
zamanda elektroforezde her 6rnekle beraber pozitif kontrol (9947A-K562)'de yiiriitildii,
analiz sirasinda hem 6rnek hem de pozitif kontrol ¢akistirilarak tiplendirme yapildi. Bu

sekilde tiim 6rneklerin 6 miniSTR lokusu tiplendirilmis oldu.

Tablo 9. Lokuslarin biiyiikliik (size) ve alel araligi

MINIiPLEX 2 Lokus Adi Alel Biiyiikliik (Size) Alel Tip Arahg
NCO02 Aralig

D1S1677 77 117 9 19
D2S441 78 110 9 17
D4S2364 67 83 711
MINIPLEX 1 D10S1248 79 123 8 19
Neot D14S1434 70 102 9 17
D2251045 76 109 8 19

(Hill C.R. 2006-A’dan alinmistir)
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Lokus Pozitil Kontrol DNA Oraekleri SRM 239 1b Bilegenleri
994748 9948 ABI 00T K562 Genomic 1 Genomic 2 Genomic 3 Genomic 4 Genomic 5 Gemomic & Genomic 7 Genomic B

D1GATA113 11,12 712 12,12 11,12 11,11 12,13 11,11 13,13 11,12 11,12 10,12 10,12
Di151627 13,14 1,13 11,14 10,14 10,14 13,14 13,14 1,12 14,15 11,13 11,14 1314
D1S1677 (NC02) 13.14 13,14 13,13 13.14 1213 14,16 14,17 14,15 13,14 13,14 12,13 14,16
D25441 (NC02) 10,14 11,42 14,15 10,14 11,14 11,14 10,14 12,14 11,14 10,11 11,14 11,113
D251776 10,10 10,12 B.10 11,11 11,12 11,14 B.10 11,12 12,13 11,12 11,12 11,12

D353053 911 912 99 12,12 912 10,11 9.1 1,11 1.1 959 1.1 99
D354529 13,13 12,12 13,13 14,14 14,15 13,16 14,16 15,16 13,15 15,17 14,16 14,14

D4S2364 (NCO2) 9.10 9,10 9,10 99 99 9,10 9.10 9.9 9,10 89 99 989
D452408 9.10 10,10 10,11 10,11 10,10 99 8.9 9,10 10,11 99 8.1 1.1
D552500 14.23 1417 17,18 14,14 17.18 17.24 17,18 17,18 14,15 14,18 14,20 14,18
DES474 14,18 1747 14,14 15,18 15,17 1417 14,15 14,16 15,18 14,17 16,17 17.17
D631017 9.10 8.8 10,10 8.1 10.10 10,12 1012 7.10 89 10.10 712 1012
D851115 9,18 15,17 15,17 16,16 16,16 16,16 16,17 9,17 9,15 9,16 9,18 1516
D951122 12,13 12,15 1212 101415 1112 12,13 12,12 12,12 11,13 11,12 11,12 1313
Das2157 7.13 .M 13,13 13,13 8,13 9,11 11,13 1nn 7,14 11,13 12,15 1.1
D1051248 (NCO1) 13.15 12,15 12,15 12.12 14,16 13,15 13.16 12,12 14,15 14,15 13,14 1115
D1051435 10,11 12,13 1,13 10,12 13,13 11,44 13,14 12,12 11,12 12,12 12,12 11.13
D1154463 12.13 12,14 14,14 1314 14,14 13,14 14,15 11,12 13,15 15,16 13,14 1316
D12ATAB3 13.13 13,18 1317 1717 14,17 13,147 12,15 16,18 13,15 14,18 16,17 14,15
D1451434 (NCO1) 11,13 13,14 11,14 10,10 13,14 11,13 14,15 10,11 13,14 13,14 10,14 13,13
D175474 7.10 10,11 9,10 8.8 9.1 9,10 9.9 7.9 11,12 99 1,11 B.9"
D1751301 12,12 1,12 12,13 11,12 1.1 11,12 11,12 12,13 11,11 11,11 11,12 1212
D183853 11,14 1.1 11.11 12,15 11,14 11,11 11,11 11,13 10,15 11,14 14,14 12,13
D205482 14,15 13,14 14,15 15,15 14,14 14,18 18,15 14,15 14,15 14,14 14,14 15,16
D2051082 1,14 1,15 12,14 1.1 11,15 14,15 1,11 14,15 11,14 11,15 14,15 1115
D2251045 (NCO1) 11,14 16.18 11,16 16,16 14,15 11,16 15,16 17.18 11,14 11,15 11,15 16,17

Sekil 11. Pozitif kontrol DNA genotipleri*
*(http://www.cstl.nist.gov/strbase/miniSTR/miniSTR_NC loci_types.htm)

3.5. D1S1677, D2S441, D4S2364, D10S1248, D14S1434, D22S1045 Yeni miniSTR

Lokuslarimin Optimizasyonu

Ik olarak Coble M.D. ve ark.’min kullandig1 floresan boyalar iizerinde
modifikasyon yapildi. Primerler VIC yerine HEX, NED yerine TET ile
isaretlendi (Tablo 7).

Coble M.D. ve ark. ‘nin 6nerdigi konsantrasyonlar iizerinde modifikasyonlar
yapildi. Her lokusun ana stok primer ¢dzeltisinden ¢esitli konsantrasyonlar
hazirlandi (0.7, 1, 1.2, 1.3 - 2 uM). En iyi pik boyunu elde etmek i¢in hazirlanan
cesitli konsantrasyonlardaki primerler, alel tipleri dnceden belirlenmis (NIST —
National Institute of Standard and Tecnology) kontrol DNA'lar (9947A,K562)
kullanilarak PCR ve elektroforez asamalarindan sonra degerlendirmeler sonucu
son konsantrasyonlarina karar verildi (Tablo 8).

PCR karisiminda kullanilan malzemelerde de modifikasyonlar yapildi. Coble ve
ark.’nin tek tek kullandigr PCR bilesenleri (MgCl, (25mM), 10X PCR tamponu,
10 mM dNTP, BSA (3,2 mg/mL), TaqgGold DNA Polymerase (5 U/uL), dH,0O)
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yerine hepsini tek karisimda iceren TopTaq™ Master Mix Kit - QIAGEN®
kullanildi.

e Applied Biosystems'in yayinladigi standart boya setleri arasindan secilen 6-
FAM (Mavi), TET (yesil) ve HEX (Sar1) boyalarina uygun matriks standart olan
DS-34 Matrix standart (Flourescent Amidite Matrix Standart Kit for 310 system)
olusturuldu. Bu matriks standarta uygun size standart olan GeneScan™ ~ 350
TAMRA™ Size Standard (Applied Biosystems) kullanildi. DS-34 Matrix
standarta uyumlu C filtresi secildi (Sekil 12).

Applied Biosystems Standard Dye Sets for Genotyping Applications

Dye Set
m E5 A D D F G5 C S
Blue Dyes dR110 5-FAM™ 6-FAM™ 6-FAM 5-FAM 6-FAM 6-FAM 6-FAM
Green Dyes dR6G JOE" HEX™ vic® JOE viC TET™ dRBG
- dTAMRA™ TAMRA™ NED™ NED NED NED HEX
Red Dyes dROX™ ROX™ ROX ROX ROX PET® TAMRA
Liz# Lz LiZz

Sekil 12. Applied Biosystems'in ABI PRISM® 310 i¢in standart boya setleri*

*Sekil www.appliedbiosystems.com’dan alinmustir.
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3.6. Optimizasyona Ek Yapilan Calismalar

3.6.1. Duyarhhik Calismasi

Duyarlilik ¢alismasinda, kontrol DNA (9947A) 6rnegi ¢esitli oranlarda sulandirarak
(0,005 - 0,025 - 0,05- 0,1 - 0,5 ng/uL) PCR'da kullanildi. Elektroforez sonrasi analiz
edilerek kullanilabilecek en az miktarda DNA belirlendi.

3.6.2. Karisim Calismasi

Karisim ¢alismasinda; iki kisiye ait kan drnekleri belli oranlarda (1/10, 1/100, 1/1000)
karistirildi. Bu karistmin DNA izolasyonlar1 ve DNA miktar tayinleri yapildi. Daha
sonra bu izolatlar kullanilarak yukarida belirtilen PCR ve elektroforez asamalari

uygulandi.
3.6.3. Tekrarlanabilirlik

Tekrarlanabilirlik asamasinda, ayni 6rnek her biri birer hafta arayla olmak iizere 4 defa

tekrarlanarak calisildi.
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4. BULGULAR

Bu calismada, rizalar1 alinmis olan Istanbul Universitesi Adli Tip Enstitiisii yiiksek
lisans 6grencilerinden olusan 30 kisiden alinan kan 6rneklerinde 6 yeni miniSTR lokusu
(D10S1248, D14S1434, D22S1045, D4S2364, D2S441, D1S1677) tiplendirildi. Ayrica
bekletilmis kan 6rneklerinde de s6z konusu STR lokuslariin tipleme giiciinii 6l¢gmek
icin; cesitli ylizeylere (kot, penye, doseme, havlu, laminant parke, kalebodur aras1 dolgu
malzemesi, bigak kabzasi, kapi kilit demiri) damlatilmis ve degisik siirelerde (1 hafta, 1

ay, 3 ay ve 6 ay) bekletilmis kan 6rnekleri de ¢aligildi.

Ornekleri calismaya baslamadan dénce 9947A ve K562 kontrol DNA ile 6 miniSTR
lokusunun optimizasyonu yapildi. Bunun i¢in Coble M.D. ve ark. (2005)’nin gelistirmis
oldugu yontemde ¢esitli modifikasyonlar yapilarak tez calismasi gergeklestirildi.

4.1. Primer Konsantrasyonlar1 Uzerinde Yapilan Modifikasyonlar

Coble M. D. ve ark.’nin caligmasina gore primer konsantrasyonlari ayni kalmak
kosuluyla TopTaq™ Master Mix Kit ve 6-FAM, TET, HEX floresan boyalariyla isaretli
primerler kullanilarak yapilan ¢alismada sonug (pik) elde edilemedi (Sekil 13 ve 14).

= erwrnesS acanen B F [esrntatlesad D imgaloass-G1
=0 E cfix Erojesct = arresles = eskitiruo s s I il O Hesles

s
H— | = | =o oo 1zo 1o roo

D10S1248 (1,3 pMD)

= (= B ruoba oD SO0 S 10- 1 1-23 S s S Tosobeas mlo D 1 Snz #

D2251045 (0,8 pM)

s G tugbs D TKSSIO-ZE-10-11-23 A fsa L tughs oD TkSe32 -~

D14S1434 (1.3 pM)

[ ] AW rugbhm aloD I kSOZ0-ZFE- 10- 1 1-23 Shd rsm S Togbm nboD 1kSnE 4

AEE HEEE LR L

L _JI[_ . _.].'._ .lrl- |n L]

Sekil 13. NCO1 multipleksinin D10S1248 1,3 pm, D14S1434 1,3 um ve D2251045 0,8

um konsantrasyonlar1 kullanilarak yapilan ¢aligma
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f GeneScan 3.7 - [untitled Display-5]

E Eil= Edit PFProject Sampls Settings Yiew Windows Help

100 azo Ja0 aso as0
=200
so0
<00
iy D452364 (1,1 pM)
o - = = o = =
[=T1] 5B : NCDZ E3110-8-10-1-33 PhA.fss 7 NCOZ E31 7
SO0 _
GO0
<00
Sesey D1S1677 (1,3 uM)
- P | N e N S——
a3 SG : NCOZ E3110-6-10-1-34 Phifsa # NCDZ E31 7
soo
GO0
@00
e D25441 (0,7 pM)
o
1 - Y : NCDZ E2110-6-10-1-24 Phifza 5 NCOZ E31 7
s00
so00
zoo
o _ | | 1 P L T H .

Sekil 14. NCO2 multipleksinin D1S1677 1,3 uM, D25441 0,7 uM, D4S2364 1,1 uM

konsantrasyonlari kullanilarak yapilan ¢aligma

Istenilen sonu¢ elde edilemedigi igin primer konsantrasyonlari iizerinde
modifikasyonlar yapildi. En iyi pik sonuclarini elde etmek icin sirasiyla ¢esitli
konsantrasyonlar denendi. Bu denemelerde, once pozitif kontrol DNA (9947A ve K562)
ornekleri kullanilarak her lokus tek tek calisildi ve en uygun primer konsantrasyonlari
belirlendi: D1S1677 1,3 uM'dan 1,5'e, D2S441 0,7 uM'dan 1,7'ye, D4S2364 1,1
puM'dan 1,3'e D10S1248 1,3uM'dan 1,6'ya, D14S1434 1,3 puM'dan 1,8’e, D22S1045
0,8 uM'dan 1,5'e yiikseltildi. Daha sonra bu konsantrasyonlara gore lokuslar multipleks
calisilarak yeni konsantrasyonlarin multipleks caligmaya uygun oldugu saptandi.
Lokuslarin yeni primer konsantrasyonlariyla elde edilen elektroforegramlar Sekil 15,

16,17, 18, 19, 20, 21 ve 22’de verilmektedir.
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Sekil 15. DI1S1677 lokusunun 1,5 uM primer konsantrasyonunda yapilan calisma

sonucuna ait elektroforegrami
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Sekil 16. D2S441 lokusunun 1,7 pM primer konsantrasyonunda yapilan calisma

sonucuna ait elektroforegrami
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- ek A = A
Sekil 17. D4S2364 lokusunun 1,3 pM primer konsantrasyonunda yapilan g¢alisma

sonucuna ait elektroforegrami

LTas P

D1051248 (1,6 uM)

A A A A

Sekil 18. D10S1248 lokusunun 1,6 uM primer konsantrasyonunda yapilan caligma

sonucuna ait elektroforegrami
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(13) D145S1434 (1,8 u\D)

— ——

A S -

Sekil 19. D14S1434 lokusunun 1,8 uM primer konsantrasyonunda yapilan caligma

sonucuna ait elektroforegrami

J\uﬁ) D2251045 (1,5 M)

A A A A A
Sekil 20. D22S1045 lokusunun 1,5 puM primer konsantrasyonunda yapilan caligma

sonucuna ait elektroforegrami
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Sekil 21. NCO1 multipleksinin D10S1248 1,6 uM, D14S1434 1,8 uM, D22S1045 1,5

UM konsantrasyonlarinda yapilan ¢aligma sonucuna ait elektroforegrami
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Sekil 22. NC02 multipleksinin D1S1677 1,5 uM, D2S441 1,7 uM, D4S2364 1,3 uM

konsantrasyonlarinda yapilan ¢alisma sonucuna ait elektroforegrami
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4.2. 30 Kisiye Ait Kan Orneklerinde 6 Yeni Mini STR (D1S1677, D2S441,
D4S2364, D10S1248, D14S1434, D22S1045) Lokusuna Ait DNA Profili
30 kisiye ait kan Orneklerinde (taze kan lekesi) D1S1677, D2S441, D4S2364,
D10S1248, D14S1434, D22S1045 miniSTR lokuslar1 ¢alisildi. Bu kisilerin alel tipleri

Tablo 10’da verilmistir. Bu kan orneklerinin NCO1 ve NCO02 multipleksine ait

elektroforegramlar1 Sekil 23 ve 24°de gosterilmistir.

Tablo 10: 30 kisiye ait kan 6rneklerinde 6 miniSTR lokusuna ait DNA profili

Lokus D1S1677 D2S441 D4S2364 D10S1248 D14S1434 D22S1045
Ornek
1. 14 14 113 133 99 1415 123 123 15 15
2. 13 13 11 14 9 10 9 19 13 15 18 19
3. 15 16 11 14 9 10 15 19 12 15 15 15
. 14 15 11 14 8 8 15 17 93 14 14 15
5. 1415 12 14 99 1515 1313 1115
6. 1315 10 11 9 10 15 15 13 13 1113
7. 14 14 1111 10_10 16 17 13 13 14 14
8. 14 14 10 14 8 10 16_16 13_14 14_14
9. 14 14 1111 99 10 15 13 14 13 14
10. 12 13 10 12 99 15 15 103 13 13 14
1. 15 16 1112 8 8 15 18 14_14 14 15
1. 14 15 14 14 10_10 17 19 13 14 14 15
13. 14 14 99 9 10 16 16 13 14 12 16
14. 14 14 10_14 8 9 15 16 93 14 14 15
15. 14 14 10 11 7 10 15 17 13 13 14 15
16. 14 15 10_14 9 10 15 16 13 16 14 15
17. 12 14 10 14 8 9 15 16 13 14 14 15
18. 12 14 1111 99 16 16 10,3 13 1115
19. 13 14 14 14 99 15 15 13 14 1111
20. 13 15 11 14 9 10 15 18 93 14 11 14
21, 15 16 10_14 9 10 1117 14 14 11 14
2. 13 14 10 12 9 10 16 17 14 15 14 15
2. 14 15 1111 99 15 17 13 14 14 15
24, 14 15 14 14 99 17 18 10 12,3 15 16
2. 12 13 14_14 77 14_16 103 133 14_14
26. 14 15 1113 9 10 15 16 123 12,3 14 16
27. 13 15 10 11 99 15 17 103 13 14 15
28. 1415 10_12 8 10 16_18 13 14 14_14
29. 1313 11 14 8 9 15 15 113 133 14 15
30. 14_14 11_14 9 10 16 17 123 13,3 1115
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Sekil 23. Taze kan lekelerinin NCO1 multipleksine ait elektroforegrami
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Sekil 24. Taze kan lekelerinin NCO02 multipleksine ait elektroforegrami
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4.3. Cesitli Yiizeyler Uzerinde Bekletilmis Kan Lekelerinin 6 miniSTR Lokusuna

Ait DNA Tiplemesi

Bir kisiden alinan kan Ornegi ¢esitli ylizeylere (Kot, penye, havlu, doseme, bigak

kabzasi, kapi kilit demiri, kalebodur arasi dolgu-derz ve laminant parke) damlatildi. 1

hafta, 1 ay, 3 ay ve 6 ay bekletilerek 6 miniSTR lokusu tiplendirildi. Bu 6rmeklere ait

alel tipleri sirastyla Tablo 11, Tablo 12, Tablo 13 ve Tablo 14'te verilmistir. Bekletilmis

orneklerin hepsinde tiim lokuslar basariyla tiplendirildi. 1 hafta, 1 ay, 3 ay ve 6 ay
bekletilmig orneklere ait elektroforegram Sekil 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31 ve 32’de

verilmistir.

Tablo 11: 1 hafta bekletilmis 6rneklerde 6 miniSTR lokusna ait alel profili

Ornek Kot Penye Havlu Doseme Bicak Demir | Kalebodur | Laminant
lhafta 1hafta 1hafta lhafta lhafta lhafta |arasidolgu| 1hafta
1hafta

LOKUS Alel Tipleri

D1S1677 | 15 15 1515 1515 15 15 1515 15 15 1515 15 15

D2S441 10_14 10_14 10_14 10_14 10_14 10 14 10 14 10 14
D4S2364 99 99 99 99 99 99 99 99
D10S1248 | 13_16 1316 13_16 13_16 1316 13_16 13_16 13_16
D14S1434 | 9 133 9 133 9 133 9133 9133 9 133 9 133 9 133
D22S1045 | 13_14 13_14 13_14 13_14 13_14 13 14 13 14 13 14
Tablo 12: 1 ay bekletilmis drneklerde 6 miniSTR lokusna ait alel profili

Ornek Kot Penye Havlu Doseme Bicak Demir |Kalebodur | Laminant

1ay 1ay lay 1 ay 1ay 1ay aras; (;‘;lg“ 1ay

LOKUS Alel Tipleri

D1S1677 | 1515 1515 1515 1515 15_15 1515 15_15 1515

D2S441 10 14 10 14 10 14 10 14 10 14 10 14 10 14 10 14
D4S2364 99 99 99 99 99 99 99 99
D10S1248| 13 16 13 16 13 16 13 16 13 16 13 16 13 16 13 16
D14S1434| 9_13.3 9133 9133 9 133 9133 9 133 9133 9133
D22S1045| 13 14 13 14 13 14 13 14 13 14 13 14 13 14 13 14
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Tablo 13: 3 ay bekletilmis drneklerde 6 miniSTR lokusna ait alel profili

Ornek | Kot3ay | Penye Havlu Doseme Bicak Demir | Kalebodur | Laminant
3 ay 3 ay 3 ay 3 ay 3 ay arasi dolgu 3 ay
3ay

LOKUS Alel Tipleri

D1S1677 | 15 15 15 15 15 15 15 15 15 15 15 15 15 15 15 15

D2S441 | 10 14 | 10 14 10_14 10_14 10_14 10 14 10 14 10 14
D4S2364 99 99 99 99 99 99 99 99
D10S1248 | 13_16 13_16 13_16 1316 1316 13_16 1316 13_16
D14S1434 | 9 133 9133 9 133 9133 9 133 9 133 9 133 9133
D22S1045| 13 14 | 13 14 13_14 13_14 13_14 13_14 13_14 13_14

Tablo 14: 6 ay bekletilmis drneklerde 6 miniSTR lokusna ait alel profili
Ornek Kot Penye Havlu Doseme Bicak Demir | Kalebodur | [ aminant
6 ay 6 ay 6 ay 6 ay 6 ay 6 ay ar aZ' :;'g“ 6ay

LOKUS Alel Tipleri

D1S1677 | 15_15 1515 15_15 1515 1515 1515 1515 1515

D2S441 | 10 14 | 10 14 | 10 14 10_14 10 14 10 14 | 10 14 10 14
D4S2364 99 9 9- 99 99 99 99 99 99
D10S1248 | 13_16 13_16 13_16 13_16 13_16 1316 1316 1316
D14S1434 | 9 13,3 9133 9 133 9133 9 133 9133 9133 9133
D22S1045 | 13 14 13 14 13 14 13 14 13 14 13 14 13 14 13 14
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Sekil 25. 1 hafta bekletilmis kan lekesinin NCO1 multipleksine ait elektroforegrami
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Sekil 26. 1 hafta bekletilmis kan lekesinin NC02 multipleksine ait elektroforegrami
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Sekil 27. 1 ay bekletilmis kan lekesinin NCO1 multipleksine ait elektroforegrami
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Sekil 28. 1 ay bekletilmis kan lekesinin NC02 multipleksine ait elektroforegrami
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Sekil 29. 3 ay bekletilmis kan lekesinin NCO1 multipleksine ait elektroforegrami
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Sekil 30. 3 ay bekletilmis kan lekesinin NCO02 multipleksine ait elektroforegrami
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Sekil 31. 6 ay bekletilmis kan lekesinin NCO1 multipleksine ait elektroforegrami
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D151677
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Sekil 32. 6 ay bekletilmis kan lekesinin NCO02 multipleksine ait elektroforegrami
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4.4. D10S1248, D14S1434, D22S1045, D4S2364, D2S441, D1S1677  Yeni

STR Lokuslarimin Kan ve Kan Lekelerinde Optimizasyonuna Ek Calismalar

Mini

o Tekrarlanabilirlik icin; 6 miniSTR lokusu belirlenmis olan 2 kisiye ait 6rnek, 4

kez farkli zamanlarda calisildi. Her defasinda ayni lokusa ait aymi alel tipi

gozlendi.

o Karisim calismasi igin; cesitli oranlarda (1/10, 1/100 ve 1/1000) karistirilmisg

olan 2 kisiye ait kan oOrneklerinin, belirtilen her oranda 6 STR lokusu

tiplendirildi. Alel tipleri Tablo 15’te verilmistir. Karisim orneklere ait NCO1 ve

NCO02 multipleksine ait elektroforegramlar sekil 33 ve 34’de verilmistir.

Tablo 15: Karisim orneklerde 6 miniSTR lokusuna ait alel profili

Ornek Karisim Karisim Karisim
1/10 1/100 1/1000

LOKUS Alel Tipleri

D1S1677 12 /14 /15 12 /14/ 15 12 /14 /15
D2S441 10/14 10/ 14 10/ 14
D4S2364 9 9 9
D10S1248 13/ 16 13/ 16 13/ 16
D14S1434 10/13,3 10/13,3 10/13,3
D22S1045 12/13/14/15 12/13/14/15 12/13/14/15
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Sekil 34. 1/100 karisim 6rneginde NCO02 multipleksine ait elektroforegram
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o Duyarlilik ¢calismast icin; (K562) kontrol DNA 6rnegi sulandirilarak 0.005, 0.025,
0.05, 0.1 ve 0.5 ng/ul konsantrasyonlar1 c¢alisilarak, 6 miniSTR lokusu i¢in
kullanilabilecek en az miktardaki DNA orani belirlendi (Tablo 16). 0,5 ve 0,1 ng/ul
DNA ile pik elde edilebildigi gozlendi. 0.05, 0.025 ve 0.005 ng/ul DNA ile pik elde
edilemedi. DNA konsantrasyonlarina gére NCO1 ve NC02’ye ait elektroforegram
Sekil 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43 ve 44’te gosterilmistir.

Tablo 16: 6 miniSTR lokusunun DNA oranlarina gore hassasiyet sonuglari

LOKUS 0,005 ng/ul 0,025 ng/ul 0,05 ng/pl 0,1 ng/ul 0,5 ng/ul
D1S1677 - - - + +
D2S441 - - - + +
D4S2364 - - - + +
D10S1248 - - - + +
D14S1434 - - - + +
D2251045 - - - + +
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Sekil 35. 0,5 ng/ul DNA konsantrasyonunda NCO1 multipleksine ait elektroforegram

o e e
D10S1248
{lllﬁ
D2281045
- =, [lﬁ} .l.
| (10) D14S1434

A A |

Sekil 36. 0,1 ng/ul DNA konsantrasyonunda NCO1 multipleksine ait elektroforegram
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Sekil 38. 0,025 ng/ul DNA konsantrasyonunda NCO1 multipleksine ait
elektroforegram
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elektroforegram

Fid= Edt Progect DSample Seftings Yew MWindowss Heldp

-+ =N - 130 150

D452364
,(9)

IJI|!.|I|I|

i S SR

I“ 58 : NCOZ SO0 PGS-G-11-8-30 PRLTes §F NCOZ S00 PO §

N a9 a9 D1S1677

— G NCOE S P 1 1-0-000 PR YES £ MCDT SO0 PGS

AY : HODE 200 FOS-0-11-8-30 PRl fxa F MODZ 200 PO 75

i i i a8

A A A A A

Sekil 40. 0,5 ng/ul DNA konsantrasyonunda NC02 multipleksine ait elektroforegram
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Sekil 41. 0,1 ng/ul DNA konsantrasyonunda NC02 multipleksine ait elektroforegram

3 D452364
- = .

= N L T T e e T T e T

3 D151677
i —— I —— =

LR A ISERE SR PR B BT TR PR T e S IR S e S

D25441

R S—— ]| P— —m

L
e
i)
e
Ly
L]
e
CRARLE
SRR
WEFLE
-
ARARLE
e
s
Rt
)
REEEE
R
e
e
L
]
EEREE
T
s
Rl
Rt
e
SRR
waee
L]
e
il
T
il
L)
—EEFLE
Rl
Elad
WAL
]

Sekil 42. 0,05 ng/ul DNA konsantrasyonunda NC02 multipleksine ait elektroforegram
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Sekil 43. 0,025 ng/ul DNA konsantrasyonunda NC02 multipleksine ait
elektroforegram
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Sekil 44. 0,005 ng/pl DNA konsantrasyonunda NC02 multipleksine ait
elektroforegram



5. TARTISMA VE SONUC

Giliniimiizde babalik - akrabalik iligkilerinin belirlenmesi ve kriminal aragtirmalarda
olay yerinden toplanan biyolojik orneklerin (kan, kan lekesi, semen, semen lekesi,
tikiirik, tikirik lekesi kil, kemik v.s)  kimliklendirilmesinde STR lokuslari
kullanilmaktadir. Bu lokuslarin lokuslarinin alel biiyiikliiklerinin 350 b¢’den (baz
ciftinden) kiiclik olmasi, eski ve iyi korunmamis biyolojik 6rneklerde tiplenebilmesi,
ayrica otomasyon ve ¢oklu analize imkan vermesi, pahali donanim gerektirmemesi ve
hemen hemen tiim Diinya popiilasyonlarinda alel siklarinin bilinmesi bu lokuslar1 ideal
genetik isaretler haline getirmistir (Weber J.L. May P.E. 1989) (Edwards A. ve ark.
1992) (Filoglu G. 1999).

FBI tarafindan kurulmus DNA veri bankas1 CODIS (Combined DNA Index Systems)'in
belirledigi 13 STR lokusunu igeren multipleks PCR ticari kitleri hala kullanilmakla
beraber, olay yerinden gelen asir1 derecede bozulmus biyolojik orneklerde tipleme
sorunlar1 yasanmaktadir (Coble M.D. ve ark. 2005). Bu sorunlar1 ortadan kaldirmaya
yonelik, CODIS igerisinde yer almayan, National Institute of Standards and Technology
(NIST) tarafindan 26 yeni mini STR lokusu gelistirilmistir. Bu lokuslarin PCR {iriinleri
150 baz ciftinden kiigiiktiir. Ozellikle D10S1248, D14S1434, D22S1045, D4S2364,
D2S441, D1S1677 STR lokuslarinin PCR iiriinleri 125 bg¢ den kiigiiktiir. Olay yerinde
bulunan eski ve bozulmus biyolojik drneklerin DNA tiplemesi yapilabildiginden sz
konusu lokuslarin ¢esitli iilkelerde validasyonu ve optimizasyonu yapilarak adli
laboratuarlarin rutin kullanimina sunulmustur. Bu lokuslardan D10S1248, D2S441 ve
D22S1045 Avrupa’da benimsenmis ve adli laboratuarlarda kisi identifikasyonlari i¢in
kullanilan STR lokuslarina eklenmistir (Coble M.D. ve ark. 2005) (Hill C.R. ve ark.
2006).

Bu tez calismasindaki amag; D10S1248, D14S1434, D22S1045, D4S2364, D2S441,
DIS1677 yeni miniSTR lokuslarinin  optimizasyonu ve Tiirkiye’deki adli
laboratuarlarda olay yerinden gelen, eser miktarda, iyi korunmamis ve beklemis

orneklerde uygulanabilirligini saglamaktir.
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6 yeni mini STR lokusunun optimizasyonunda sirasiyla su agamalar uygulanda.

e DI10S1248, D14S1434, D22S1045, D4S2364, D2S441, DI1S1677 6 yeni
miniSTR lokusuna ait primerlerin floresan boyalarla isaretlenmesi

e 6 yeni mini STR lokusunun PCR reaksiyon bilesenlerinin se¢imi ve
optimizasyonu

e 6 yeni mini STR lokusuna ait primer konsantrasyonlarinin belirlenmesi ve
optimizasyonu,

e 30 kisiye ait kan 6rneklerinde 6 miniSTR lokusunun tiplendirilmesi,

e Optimizasyona ek yapilan c¢aligsmalar (tekrarlanabilirlik, duyarlilik, karigim
caligsmast),

o C(Cesitli yiizeyler iizerinde ve cesitli siirelerde bekletilmis kan lekelerinde 6

miniSTR lokusunun tiplendirilmesi

D10S1248, D14S1434, D2251045, D4S2364, D2S441, DI1S1677 6 yeni miniSTR
lokusuna ait primerlerin floresan boyalarla isaretlenmesi

NIST ( National Institute of Standards and Technology)'de gelistirilen 26 yeni mini STR
lokusu igerisindeki D10S1248, D14S1434, D22S1045, D4S2364, D2S441, D1S1677
lokuslarinin optimizasyon ve validasyon c¢alismalariin Onciisii olan Coble M.D. ve
ark.'min 2005'teki caligmalar1 bu tez calismasinda temel alinmisitir. Bu yayinda
lokuslara ait primerlerden; D1S1677 ve D22S1045 NED ile, D2S441ve D14S1434 VIC
ile, D4S2364 ve D10S1248 FAM ile isaretlenmistir.

Bu tez calismasinda kullanilmak iizere primer siparisi verilen firma bu boyalar1 temin
edemediginden boyalar iizerinde degisiklik yapilmak zorunda kalinmistir. Calismada
kullanilan ABI PRISIM® 310 genetik analizorii i¢in belli matriks standartt ve bu
standartlara uygun floresan boya setleri bulunmaktadir. Bu boya setinden firmanin
primerleri isaretletebilecegi ve bu c¢alisma icin uygun olan FAM, HEX, TET ve
TAMRA floresan boyalarini igeren DS-34 matrix standarti segildi. Primerler bu boya
setine uyumlu olacak sekilde; D1S1677 ve D22S1045 TET, D2S441ve D14S1434
HEX, D4S2364 ve D10S1248 FAM ile isaretlendi. Coble M.D. ve ark.’nin
calismasinda D2S441ve D14S1434 lokus primerleri VIC ile isaretli oldugundan DS-32-
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33 matriks standartlar1 kullanildiginda, ABI PRISM® 310'da ilgili lokusun pikleri yesil
renkte goriilmektedir. Bu ¢aligmada D2S441ve D14S1434 lokus primerleri HEX ile
isaretlendiginden DS-34 matriks standartinda ilgili lokuslar sar1 renkte pik vermektedir.
Yine ayni sekilde NED ile isaretliyken sari renkte pik veren D1S1677 ve D22S1045,
TET ile isaretlendiginde DS-34 matriks standartina gore yesil renkte pik vermektedir.
Coble M.D. ve ark.nin yaptig1 ¢aligmada belirtilen floresan boyalara uyumlu matriks
standart DS-32 ve DS-33'tiir. Buna uyumlu kullanilan size standart ise GS-500 LIZ'dir
(Applied Biosystems). Bu tez calismasinda ise DS-34 matriks standarta uygun
TAMRA size standart kullanildi. Kullanilan floresan boyalar ile 9947A ve K562 pozitif
kontroller calisilarak elde edilen PCR iiriinleri ABI PRISM® 310 genetik analizérde
olusturulan matriks standart ile analiz edildiginde 6 lokusa ait alel pikleri dogru yerde

tespit edildi.

6 yeni mini STR lokusunun PCR reaksiyon bilesenlerinin segcimi ve optimizasyonu

Coble M.D. ve ark.'nin PCR reaksiyonu i¢in kullandiklar1 bilesenler MgCl12 (25mM),
10X PCR tamponu, 10mM dNTPs, BSA (3,2 mg/mL), TaqGold DNA Polymerase (5
U/uL), dH20'dur. Bu tez calismasinda ise; PCR bilesenlerini tek tek kullanmak yerine
TopTaq™ Master Mix Kit - QIAGEN® ticari PCR karigimi kullanildi. Bu kitin tercih
edilmesinin nedeni maliyetinin diisiik olmasi, multipleks PCR ¢alismalari i¢in optimize
edilmis olmasi, kolay olmasi ve kisa siirmesi ayrica primer haricinde tiim PCR karigimi
bir seferde alindigindan kontaminasyon riski en aza indirgenmektedir (TopTaq™ PCR

Handbook, 2010).

Kitin manuelinde belirtilen bir PCR reaksiyonu i¢in kullanilmasi gereken Top Taq™
Master Mix miktarin1 ve eklenmesi gereken primer miktar1 kullanildi. Yalniz, kitin
onerdigi PCR dongii kosullar1 uygulandiginda sonug alinamadi. Bu nedenle PCR dongii
kosullarinda Coble M.D. ve ark.'nin uygulamis oldugu PCR dongii programi kullanildi.
Ancak 28 olan dongii sayis1 32'ye yiikseltildiginde daha iyi sonuglar (pikler) elde edildi.

Sonug olarak 6 mini STR lokusuna ait PCR reaksiyonu; Top Taq™ Master Mix Kiti
kullanildi ve 6 lokus, 3’lii multipleks reaksiyonlar seklinde ¢alisildi. PCR programinda
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Coble M.D. ve ark.min kullandig1 programin dongii sayis1 32’ye yiikseltilerek
uygulandi. Caligmadaki tiim Orneklerin PCR’lar1 bu kosullara uygun sekilde
gerceklestirildi. Yapilan bu PCR optimizasyonu ile Top Taq™ Master Mix Kit’inin 6

yeni miniSTR lokus analizinde kullanilabilecegi belirlendi.

6 yeni mini STR Ilokusuna ait primer konsantrasyonlarinin belirlenmesi ve
optimizasyonu

6 yeni miniSTR lokusu i¢in Coble M.D. ve ark. tarafindan daha 6nce belirlenmis olan
primer konsantrasyonlar1 (Tablo 8) (Coble M.D. ve ark. 2005) kullanildi. Ancak bu
konsantrasyonlarda istenildigi gibi pik (pikler kiiciik ya da gozlemlenemedi) elde
edilemedi (Sekil 13 — 14). Dolayistyla ¢esitli primer konsantrasyonlar1 hazirlanarak Top
Taq™ Master Mix Kit kullanarak bir¢ok PCR denemeleri yapildi.

Yapilan denemeler sonucunda 6 lokusa ait piklerin en iyi boyutta elde edildigi primer
konsantrasyonlari: D1S1677 1,5 uM, D2S441 1,7 uM, D4S2364 1,3 uM, D10S1248
1,6 uM, D14S1434 1,8 uM ve D22S1045 1,5 uM olarak belirlenmis oldu (Tablo 8)
(Sekil 21- 22).

6 miniSTR lokusu PCR asamasi, yukarida anlatildig1 sekilde optimize edildikten sonra
30 kisiye ait kan O0rnegi ve gesitli ylizeyler lizerinde (kot, penye, havlu, doseme, bicak
kabzasi, kapi kilit demiri, kalebodur arasi1 dolgu-derz ve laminant parke) 1 hafta, lay, 3

ay ve 6 ay bekletilmis kan 6rnekleri ¢alisildu.

30 kisiye ait kan érneklerinde 6 miniSTR lokusunun tiplendirilmesi

Ik calisilan 6rnekleri tiplendirmek icin bir alelik ladder'a (alelik cetvel) ihtiyac vardi.
Yeni miniSTR lokuslarina ait ticari PCR kitleri tez ¢alismasi devam ederken heniiz
tiretilmemisti. Dolayisiyla hazir alelik ladder olmadigindan miniSTR piklerini
degerlendirmek icin; bu tez calismasinda temel aliman ana makalenin yazari, Dr.
Michael D. Coble ile iletisime gecildi. Coble M.D. yeni miniSTR’lerle ilgili NIST'te
yaptiklari ¢alismalarda alel tiplerini belirledikleri pozitif kontrol DNA'lar1 (Sekil 11) ilk
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etapta bir cetvel gibi kullandik. Bu pozitif kontrol 6rneklerinin (9947A - K562) PCR"
yapilarak tiplendirilecek her Ornekle beraber ayni anda elektroforezde yiiriitiildi,
orneklerle cakistirilarak alel tipleri belirlendi. Ayrica yine NIST'te yapilan diger bir
calismada da 26 yeni miniSTR lokusunun her bir aleline ait alel biiyiikliigiinii (size)
gosteren tablo da kullanildi (Tablo 9) (Hill C.R. ve ark. 2006-A). Buna gore 30 kisiye

ait kan orneklerinin alel tipleri belirlenmis oldu (Tablo 10).

Optimizasyona ek yapilan calismalar (tekrarlanabilirlik, duyarlilik, karisim calismast)
Bu tez ¢alismasinda optimizasyona ek olarak; tekrarlanabilirlik, duyarlilik ve karisim

calismalar1 yapildu.

Tekrarlanabilirlik ¢alismasinda; 6 yeni miniSTR lokusu i¢in; FAM, HEX, TET ile
isaretli primerler ve Top Taq™ Master Mix Kit’i kullanilarak PCR yapildi.
Elektroforezde bu boyalara uyumlu matriks standart DS-34 kullanilarak, 2 adet 6rnege
farkli zamanlarda 4 kez PCR ve elektroforez islemleri uygulandi. Her seferinde 6

miniSTR lokusu i¢in ayni alel profili elde edildi.

Karisim ¢alismasinda; 1/10, 1/100 ve 1/1000 oraninda karigtirilan 2 kisiye ait kan
orneklerinde, her oranda her iki kisiye ait 6 STR lokusuna ait tam profil elde edildi. Bu

da 6 miniSTR lokusunun karisim 6rneklerinde uygulanabilecegini gostermektedir.

Duyarlilik ¢alismasinda; 0,5 — 0,1 — 0,05 — 0,025 — 0,005 ng/ul DNA miktarlariyla
yapilan analizlerde; 0,5 ve 0,1 ng/ul DNA ile tiim profil elde edildi. Diger
konsantrasyonlarda ise hi¢ pik gozlenmedi. Bu ¢alisma sonucunda 6 yeni miniSTR
lokusuna ait analizlerde kullanilabilecek en az DNA miktarinin 0,1 ng/ul oldugu

saptanmis oldu.
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Cesitli yiizeyler iizerinde ve cesitli siirelerde bekletilmis kan lekelerinde 6 miniSTR

lokusunun tiplendirilmesi

13 CODIS STR lokusunu igeren multipleks PCR ticari kitleri kullanilarak olay yerinden
gelen asir1 derecede bozulmus biyolojik 6rneklerde tipleme sorunlar1 yasandigi ve sonug
almamadig1 bilinmektedir (Coble M.D. ve ark. 2005). Olay yerinde en sik rastlanan
biyolojik delil kan lekeleridir. Olaymn olus sekline gore bu lekelerin ne kadar siire
bekledigini bazen bilemeyebiliriz. Olayin {istinden haftalar, aylar hatta yillar
gecebilmektedir. Ayrica bu lekeler cesitli yiizeyler iizerinde de bulunabilirler. Olay
yerinde en ¢ok karsilasilan durumlar: Kanin; penye, havlu, déseme gibi yiizeylere
bulasmis olmasi, kapi, kalebodur, parke gibi ylizeylere sigramasi ya da akmasi ve en
cok kullanilan cinayet aletlerinde biri olan bigagin kabzasina sizmasidir. Bu amagla kan
lekelerinin, olay yerinde en ¢ok karsilasilabilecek yiizeylere; kot, penye, havlu, déseme,
bicak kabzasi, kap1 kilit demiri, laminant parke, kalebodur arasi dolgu-derz iizerinde 1
hafta, 1 ay, 3 ay ve 6 ay boyunca oda sicakliginda bekletildi. Tiim yiizeylerde ve

stirelerde bekletilmis kan lekelerinin hepsinde 6 miniSTR lokusu basariyla tiplendirildi.

Sonugta 6 ay beklemis kan lekelerinde miniSTR lokuslar1 kullanilarak olay yerinde
beklemis kan lekelerinden kimliklendirme yapilabilecegi saptanmistir. Bu tez
calismasinda siire kisitl oldugu icin bekletme 6. ayda sonlandirilmistir. Ancak bu siire

uzatilarak bir ya da birkag yil bekletilmis kan lekelerinde de calisilabilir.

Sonug¢ olarak; 6 yeni miniSTR lokusunun bu tez g¢alismasinda 30 kisiye ait kan
orneklerinde c¢alisilarak optimizasyonu yapilmistir. Ayrica 1 hafta, 1 ay, 3 ay ve 6 ay
bekletilmis kan lekerinde de lokuslara ait alel tipleri belirlenebilmistir. Bu sonuglar
cercevesinde 6 yeni miniSTR lokusunun az miktarda ve beklemis kan lekeleriyle
calisilabildigini dolayisiyla bu amaca yonelik rutin adli bilimler laboratuarlarinda
kullanilabilecegi belirlenmis oldu. Ancak bu tez ¢alismasinda yer alan 6 yeni miniSTR
lokusunun Tiirkiye’deki rutin adli laboratuarlarda caligilabilmesi i¢in bu lokuslarin
Tirkiye popiilasyonundaki gen sikliginin bilinmesi gerekir. Bu tez c¢alismasinda

calisilan 30 kisi popiilasyon ¢alismasi i¢in Oncii bir ¢alisma niteligindedir.
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6. OZET

DNA analizlerinde yaklasik 20 seneden bu yana kullanilan STR analizlerinin; insana
0zgilin olmasi, parcalanmis ve ¢ok az miktarda DNA igeren orneklerle calisilabilmesi,
analizin kisa siirmesi, sonuclarin kolaylikla degerlendirilebilmesi, birden fazla STR
lokusunun ayni1 anda c¢aligilabilmesi, heterozigotluk oranlarinin yiiksek olmast ve
yiiksek polimorfizm gostermeleri nedeniyle bu lokuslar adli bilimlerde ideal genetik
isaretler olarak giiniimiizde hala kullanilmaktadirlar. Ayrica Diinya’nin bir cok
popiilasyonunda gen sikliklarinin belirlenmis olmasi ve bu lokuslarla ilgili DNA

bankalarinin olusturulmus olmasi ve kullanilmasi bu sisitemleri vazge¢ilmez kiliyor.

Ancak olay yerinden gelen asir1 derecede bozulmus orneklerde ya da eser miktarda
bulunan orneklerde hala tipleme sorunu yasanabilmekte ve sonu¢ alinamadigi
goriilmektedir. Bunu 6nlemeye yonelik, eser miktardaki orneklerden DNA elde etmek
amaciyla, DNA {izerinde daha az yer kaplayan, kiiciik boyutlu 26 yeni miniSTR lokusu
National Institute of Standards and Technology (NIST) tarafindan gelistirilmistir.
Belirlenen ilk 6 lokusun PCR firiinleri 125 bg¢ den kiiciiktiir ( D10S1248, D14S1434,
D22S1045, D4S2364, D2S441, D1S1677 ). Bu lokuslarin ¢esitli iilkelerde validasyon
ve optimizasyonu yapilmis, bozulmus 6rneklerde kullanilabilirligi saptanmistir. Ayrica
bu lokuslardan ii¢ii (D10S1248, D2S441 ve D22S1045) Avrupa toplumu tarafindan
benimsenmis ve adli laboratuarlarda kisi idantifikasyonlar1 i¢in kullanilan STR’lere

eklenmistir.

Bu c¢alismada, belirlenen bu 6 lokusun Tiirkiye’deki adli laboratuarlarda kullanimini
saglamak icin, bu lokuslarin optimizasyon ¢alismasi yapildi. Bunun i¢in Coble M. D. ve
ark. yaptiklar1 calisma temel alinarak {izerinde cesitli modifikasyonlar yapildi.
Primerler FAM, VIC, NED floresan boyalar1 yerine FAM, TET, HEX olarak
degistirildi. Boyalara uygun olarak, DS-34 Matrix standart, size standart olarak ta
TAMRA-350 kullanildi. PCR déngii programi ayni sekilde uygulandi, sadece dongi
sayist 32 'ye ylikseltildi. Primer konsantrasyonlar1t D1S1677 1,3 uM'dan 1,5'e, D2S441
0,7 uM'dan 1,7'ye, D4S2364 1,1 uM'dan 1,3'e D10S1248 1,3uM'dan 1,6'ya, D14S1434
1,3 uM'dan 1,8’e, D22S1045 0,8 uM'dan 1,5'e yiikseltildi. PCR bilesenlerini ayr1 ayri
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eklemek yerine primer hari¢ tiim karisimi iceren Top Taq™ Master Mix (Qiagen)

kullanildi.

6 mini STR lokusun PCR reaksiyonu 3'li multiplex halinde calisildi. S6z konusu
lokuslarin uzun siire beklemis 6rneklerde uygulanabilirligini saptamak igin; kot, penye,
havlu, déseme, demir, bigak kabzasi, laminant parke, kalebodur iizerinde kan lekeleri
olusturularak 1 hafta, 1 ay, 3 ay ve 6 ay bekletildi. Tiim yiizeylerde ve siirelerde
bekletilmis kan lekelerinde 6 mini STR lokusu basariyla tiplendirildi.

Optimizasyon ¢aligmasina ek olarak; tekrarlanabilirlik, duyarlilik ve karisim c¢aligmasi
yapildi. Tekrarlanabilirlikte; farkli zamanlarda yapilan ¢alismada ayni profil elde edildi.
karisim c¢alismasinda; 1/10, 1/100 ve 1/10000 karigimlarinda basartyla ayirim saglandi.
Duyarlilik ¢calismasinda; 6 miniSTR lokusu tiplendirmek i¢in 0,Ing/ul DNA’nin yeterli
oldugu belirlendi.

Sonu¢ olarak; 6 miniSTR lokusun optimizasyonu yapildi ve 6 ay bekletilmis kan

lekelerinde s6z konusu lokuslarin kimliklendirmede kullanilabilecegi saptandi.
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7. SUMMARY

DNA analyses with STR markers which have been use of last teknology since 20 years
are ideal genetic markers in forensic sciences study. Because DNA analyses with STR
markers; sensitive and specific, study with degraded DNA and trace amounts of
biyologycal sample, give results in short time, utility results samply, allow to study
with multiplex STR locus, high polimorphisym and high heterozygote rate. Also many
population in the world the gene frequencies is determined. About these loci DNA

databases are created and used. So these systems make them essential.

But, there have been cause of DNA typing in highly degraded forensic cases and trace
amounts of biyologycal sample. With the purpose of remove the cause; lots of study
have been done. We have scanned the literature, saw that, National Institute of
Standards and Technology (NIST) had developted 26 new miniSTR loci which is
unlinked from the CODIS markers, which can generate amplicons less than 150 bp in
size and would therefore be helpful in testing degraded DNA samples. 6 of this loci:

( D10S1248, D14S1434, D22S1045, D4S2364, D2S441, D1S1677 ) amplicons less
than 125 bp. Lots of country have validated and optimized this locus in their
populations. Also 3 of them: D10S1248, D2S441, D22S1045 were adopted by the
European community as recommended STRs for adding to their core genetic systems

used for human identity testing.

In this study; To see usability of these loci in Turkish forensic laboratory we validated
and optimized this locus with 30 human blood sample. The way of STR typing steps
applyed in this study: Extraction and isolation DNA from samples, amplification of
STR markers with PCR, electrophoretical Separation of PCR Amplificon, to be

appearance of allel, utility of results.

Lots of modification were made on PCR method of Coble M.D. at all. (2005). Primer
Dye set should be FAM-TET-HEX rather than FAM-VIC-NED. For this dye set, DS-
34 Matrix standart and TAMRA-350 size standart were applied on ABI 310 Genetik

analyser. PCR condition was the same but cycle was raised to 32. Primer consantrations

73



were changed. Old consantrations: D1S1677 1,3 uM, D2S441 0,7 uM, D4S2364 1,1
uM, D10S1248 1,3 uM, D14S1434 1,3 uM, D22S1045 0,8uM.

New consantrations: D1S1677 1,5 uM, D2S441 1,7 uM, D4S2364 1,3 uM, D10S1248
1,6 uM, D14S1434 1,8 uM, D22S1045 1,8 uM.

Top Taq Master Mix(Qiagen) was used which is contain all of PCR components except

Primer.

To see usability of this method in waited a long time forensic cases, blood was droped
on jean, t-short, upholstery fabric, towel, iron, knife hilt, laminate flooring and tile
which were at the scene of most commen objects. These objects were waited for 1
week, 1 month, 3 months and 6 months. Even if the method could be used for the

samples in this study waited for 6 months.

In addition to optimization, sample was started up again in different time. Mix sample
was studied. Study of DNA Sensitivity was made ( range to 0,005- 0,5 ng/ul ). It was
determined that 0,1 ng/ul DNA is enough to identification of 6 miniSTR loci.

As a result of, 6 loci were optimized and usability of these 6 loci were verified in

Turkish Forensic Laboratory and it was established that, the usability of these loci with

even waited for six months dried blood spots samples.
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9. EKLER

AYDINLATILMIS ONAM FORMU

Bu form, istanbul Universitesi Adli Tip Enstitiisii Fen Bilimleri Anabilim Dali Yiiksek Lisans dgrencisi,
TUGBA UNSAL tarafindan hazirlanan “D10S1248, D14S1434, D22S1045, D4S2364, D2S441,
D1S1677 Yeni MiniSTR Lokuslarmin Kan ve Kan Lekelerinde Optimizasyonu” konulu tez ¢alismasi ile
ilgilidir.

Bu calismanin amact; D10S1248, D14S1434, D22S1045, D4S2364, D2S441, D1S1677 yeni mini STR
lokuslarinin Tiirkiye’deki adli laboratuarlarda olay yerinden gelen, iyi korunmamis eski ve bozulmus
orneklerde uygulanabilirligini saglamaktir. Bunun i¢in, dnce taze kan 6rneklerinde s6z konusu lokuslarin
optimizasyonu yapilacaktir. Daha sonra c¢esitli objeler iizerinde ve degisik siirelerde bekletilmis kan
lekelerinde ¢alisilarak bu lokuslarin tiplemedeki hassasiyetleri saptanarak rutin adli tip laboratuvarlarinda

calisilmasi amaclanmustir.

Calismaya katilacak goniillii sayist 20 ile 30 arasinda degismektedir. Goniillii katilimcidan alinacak
numuneler (kan 6rnekleri) yalnizca adi gegen ¢alismada, arastirict tarafindan ve adi gegen yontemler igin

kullanilacaktir.

Goniilli katillmeinin  kimlik bilgileri son derece gizli tutulacaktir ve hicbir surette kimse ile
paylasilmayacaktir. Bilgiler anonim olarak kullanilacaktir. Katilimcinin ¢alismadan herhangi bir neden ile
ayrilmasi durumunda tiim kayitlar1 silinecek ve drnekleri derhal imha edilecektir.

Bana yapilan tiim ac¢iklamalar1 ayrintilariyla anlamis bulunmaktayim adi gecen bu arastirma

projesinde “katihmc1” olarak kendi rizamla, hicbir baski ve zorlama olmaksizin katilmay1 kabul

ediyorum.

Géniilliiniin Adi-soyadi, Imzas1 Yast: Tarih
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	▪ Birinci adımda hazırlanan lizat 1 saat 56 ºC’de 900 rpm hızda termomikserde çalkalanarak inkübe edildi (Havludaki kan lekeleri 24 saat süre ile inkübe edildi).
	▪ Kısa bir süre santrifüj edildi.
	▪ Ependorf tüpteki; kot, penye, havlu ve döşeme lekeleri üzerine 200 l, kapı kilit demiri, bıçak kabzası, kalebodur arası dolgu ve laminant parke lekelerine 400 l AL çözeltisinden eklendi ve 10 saniye vortekslendi.
	▪ 10 dakika 70 ºC’de 900 rpm hızda çalkalanarak (termomikserde)  inkübe edildi
	▪ 14000 rpm’de 1 dakika santrifüj yapıldı.
	▪ Bu aşamadan sonra svaba emdirilmiş olan kapı kilit demiri, bıçak kabzası, kalebodur arası dolgu ve laminant parke lekelerine 200 l etanol (% 96-100) eklendi 15 sn vortekslendi ve 14000 rpm'de 1 dakika santrifüj edildi.
	▪ Tüm karışımlar QIAamp® MinElute Kolon’a aktarıldı (altında toplama tüpü içeren). 8000 rpm’de 1 dak. santrifüj edildi ve toplama tüpü atılarak yenisiyle değiştirildi. Kolon tamamen boşalmamış ise yüksek hızda kolon boşalana kadar santrifüj edildi.       
	▪ Üzerine 500 l AW1 eklendi ve 8000 rpm’de 1 dakika santrifüj yapıldı. Alttaki toplama tüpü atıldı, kolon temiz tüpe takıldı.
	▪ Üzerine 500 l AW2 eklendi ve 8000 rpm’de 1 dakika santrifüj yapıldı. Alttaki toplama tüpü atıldı, kolon temiz tüpe takıldı.
	▪ Tekrar 14000 rpm’de 3 dakika santrifüj yapıldı.
	▪ Kolon 1,5 ml’lik ependorfa yerleştirildi. 20-50 l AE eklenip 1 dakika oda sıcaklığında inkübe edildi. 14000 rpm’de 1 dakika santrifüj yapıldı.                                                                                 

